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Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad 
microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a poblaciones de riesgo 
 
RESUMEN 
Los vegetales de IV Gama y productos cárnicos cocidos listos para el consumo son 
alimentos básicos en los hogares y en los establecimientos de restauración colectiva; 
y a menudo se incluyen en la dieta destinada a niños, ancianos, enfermos, etc., por su 
facilidad de preparación y valor nutricional. Sin embargo, son alimentos que no 
requieren de tratamiento térmico para su consumo, por lo que son muy vulnerables a 
las contaminaciones microbianas originadas fundamentalmente por prácticas 
inadecuadas de higiene y de manipulación tras el procesado. La contaminación 
microbiana producida por Escherichia coli y Staphylococcus aureus con frecuencia 
se originan en ambientes de restauración colectiva. Por ello, resulta conveniente el 
fortalecimiento de las medidas de prevención y los sistemas de Análisis de Peligros y 
Puntos de Control Crítico en estos centros, con la finalidad de garantizar la 
inocuidad de los alimentos y preservar la salud humana. Así, en un marco de 
Evaluación del Riesgo, la Microbiología Predictiva puede constituir una herramienta 
muy valiosa para una mejor gestión de las medidas de seguridad alimentaria.  
La presente Tesis Doctoral tiene como Objetivo General evaluar las condiciones 
higiénico-sanitarias y la seguridad microbiológica, de los establecimientos de 
restauración colectiva de comedores escolares, centros geriátricos y hospitales, así 
como de platos mínimamente procesados y listos para el consumo (ensaladas 
vegetales y productos cárnicos cocidos) que son servidos en dichos establecimientos, 
y van dirigidos a una población consumidora más susceptible a los peligros 
microbiológicos y de enfermar por razones de edad y estado fisiológico. Además, 
pretende cuantificar el comportamiento de los microorganismos patógenos más 
representativos en estos alimentos, mediante el uso de herramientas de 
Microbiología Predictiva y Evaluación del Riesgo Microbiológico. 
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han demostrado que los 
servicios de restauración de los comedores escolares, centros geriátricos y hospitales 
estudiados, presentan ciertas deficiencias comúnmente relacionadas con los hábitos 
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de higiene durante la manipulación de los alimentos, y la limpieza y desinfección de 
equipos y superficies de trabajo.  
Por otra parte, se confirma la importancia de los modelos predictivos en la 
cuantificación del comportamiento microbiano bajo determinadas condiciones 
ambientales; donde la Temperatura fue el factor determinante en el desarrollo de los 
microorganismos estudiados. Los modelos predictivos de Probabilidad de 
crecimiento permitieron determinar que E. coli puede ser inhibido a 8ºC a niveles 
bajos de pH (<5,5) y aw (<0,990). Así, las Temperaturas de almacenamiento de 12 o 
16ºC pueden causar su crecimiento a condiciones de pH más limitantes (5,0) y aw 
superiores a 0,970. 
Los estudios de inoculación en alimentos demostraron que bajo las condiciones 
habituales de almacenamiento de alimentos en los establecimientos de restauración 
colectiva, E. coli presentó un riesgo bajo de producir toxiinfección alimentaria, ya 
que el incremento estimado fue inferior a 1 log ufc/g. Este hecho se confirmó 
mediante los resultados obtenidos acerca de la cuantificación de la variabilidad del 
incremento de E. coli en lechuga iceberg, que indicaron que en el 92% de los casos 
no existió crecimiento. 
Para el caso S. aureus enterotoxigénico, los resultados mostraron que la pre-
incubación de la cepa en caldo, bajo diferentes condiciones ambientales de 
Temperatura/pH/aw, influyó en el comportamiento posterior en fiambre de pechuga 
de pollo cortado en lonchas, almacenadas a 10 y 20ºC. La pre-incubación de la cepa 
en caldo a niveles bajos de aw (15ºC/pH 6,5/aw 0,960 y 37ºC/pH 5,5/aw 0,960) 
incrementó su capacidad de supervivencia en el cárnico almacenado a 10ºC. Por otro 
lado, el almacenamiento del cárnico a 20ºC propició el crecimiento de la cepa S. 
aureus estresada y la producción de enterotoxina estafilocócica A (SEA). La pre-
incubación de la cepa bajo condiciones limitantes para el crecimiento (pH 5,5 y aw 
0,960) produjo una fase de adaptación más larga y un crecimiento más lento. Por el 
contrario, la pre-incubación en condiciones óptimas (37ºC/pH 6,5/ aw 0,997) produjo 
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una mejor adaptación y un crecimiento más rápido y pudo dar lugar a una mayor 
producción de SEA.  
La presente Tesis Doctoral sirve de apoyo a las autoridades sanitarias y a las empresas 
alimentarias en la toma de desiciones enfocadas al mantenimiento de la seguridad 
alimentaria. 
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ABSTRACT 
Fresh cut vegetables and cooked meat products are basic foods in households and 
foodservice establishments and often they are included in the diet aimed to very 
young, elderly and inmunocompromised people by their ease of preparation and 
high nutritional value. However, these foods do not require heat treatments for 
consumption after processing, which make them more vulnerable to microbial 
contamination mainly caused by poor hygiene and handling practices. Frequently, 
the microbial food contamination produced by Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus arise in foodservices environments. Therefore, is convenient to strengthen 
preventive measures and HACCP systems in these centres in order to ensure the 
food safety and to preserve the human health. Thus, the predictive microbiology 
could be a valuable tool for better management of food safety measures within a 
framework of risk assessment. 
The major objectives of this dissertation were to evaluate the hygienic and sanitary 
conditions and microbiological safety of foodservices of school canteens, long-term 
care facilities and hospitals, and minimally processed and ready-to-eat foods 
(vegetables salads and cooked meat products) that served in these collective canteens 
aimed for more susceptible population groups to microbiological hazards and 
foodborne illness due to age and physiological status. Furthermore, the Thesis aims 
to quantify the behaviour of representative pathogens in these foods, using the 
Predictive Microbiology tools and Risk Assessment. 
The results obtained in this Thesis demonstrate that foodservices of school canteens, 
long-term care facilities and hospitals have certain deficiencies commonly related to 
hygiene habits during food handling and cleaning and disinfection of equipments 
and work surfaces.  
Moreover, the importance of predictive models to quantify the microbial behavior 
under certain environment conditions is confirmed; where the temperature was the 
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determining factor in the development of the microorganisms studied. Boundary 
models allowed to determine that E. coli can be inhibited at 8ºC at low pH levels 
(<5,5) and aw (<0,960). Thus, the storage temperatures of 12ºC or 16ºC can lead to 
growth at more limiting conditions of pH (5,0) and aw values exceeding 0,970.  
The food challenge studies, demonstrated that under usual conditions of food storage 
in catering establishments, E. coli presented a low risk to produce food poisoning 
because the estimated increase was less than 1 log cfu/g. This fact was confirmed by 
means of the results obtained about the quantifying of increase variability of E. coli 
in iceberg lettuce, which indicated there was no growth in 92% of cases. 
On the other hand, the results showed that pre-incubation of enterotoxigenic S. 
aureus strain in broth, under different environment conditions of 
Temperatures/pH/aw, affects the subsequent behavior in sliced cooked chicken 
breast stored at 10 and 20ºC. Pre-incubation of strain in broth at low levels of aw 
(15ºC/pH 6,5/ aw 0,960 y 37ºC/pH 5,5/ aw 0,960) increased its capacity to survive in 
meat stored at 10ºC. While, that storage of meat at 20ºC led to growth of stressed S. 
aureus strain and the enterotoxin A production (SEA). The pre-incubation under 
limiting conditions for growth (pH 5,5 and aw 0,960) caused a longer adaptation 
phase and slower growth of the strain. On the contrary, the pre-incubation at 
optimal conditions (37ºC/pH 6,5/ aw 0,997) produced a better adaptation and a faster 
growth in meat and would lead to a higher SEA production. 
This PhD Thesis serves as support to health authorities and food industries in the 
development of decision-making processes aimed at the maintenance of food safety. 
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INTRODUCCIÓN 
La presente Tesis se enmarca dentro del proyecto de excelencia AGR-01879, titulado 
“Análisis de Riesgo Microbiológico de alimentos listos para el consumo en 
poblaciones de alto riesgo en Andalucía”, desarrollado por el grupo de investigación 
AGR-170 Higiene Bromatológica (HIBRO) del Plan Andaluz de Investigación, 
adscrito a la Universidad de Córdoba. La temática de la Tesis que se presenta y en 
general la del proyecto mencionado, se han concebido y desarrollado como 
continuidad de la larga trayectoria investigadora que posee dicho grupo en el ámbito 
de la microbiología predictiva y la Evaluación del Riesgo Microbiológico desde hace 
más de dos décadas. 
La realización del presente trabajo de Tesis parte sobre la base del surgimiento de 
nuevas tendencias en materia de higiene de los alimentos que proponen un esquema 
de Análisis del Riesgo Microbiológico desde la producción primaria hasta la entrega 
al consumidor cuyo objeto es el de mejorar la seguridad alimentaria, de acuerdo con 
los Reglamentos (CE) 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo de 28 de 
Enero de 2002 por el que se establecen los principios y los requisitos generales de la 
legislación alimentaria, se crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se 
fijan procedimientos relativos a la seguridad alimentaria y 852/2004 del Parlamento 
Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2004 relativo a la higiene de los productos 
alimenticios. Los resultados expuestos en esta Tesis son fruto de la realización de una 
serie de trabajos científicos que se presentan como compendio de Publicaciones; y las 
conclusiones derivadas son de gran utilidad para la aplicación de metodologías más 
efectivas de Evaluación del Riesgo Microbiológico, acordes con las actuales 
normativas europeas e internacionales. 
Como bien se conoce, las toxiinfecciones alimentarias representan un grave 
problema para la salud pública a nivel mundial; y en este sentido la restauración 
colectiva y sobre todo la institucional, juegan un papel desicivo en la preservación de 
la inocuidad de los alimentos. Respecto a esto, la presente Tesis Doctoral desarrolla 
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varias temáticas correlacionadas entre sí, enfocadas al aseguramiento de unas 
adecuadas condiciones higiénico-sanitarias y la seguridad microbiológica de los 
platos preparados listos para el consumo, destinados principalmente a las 
colectividades más vulnerables a estas enfermedades (como los niños, ancianos, 
enfermos, etc), servidos en los establecimientos de restauración de comedores 
escolares, centros geriátricos y hospitales. Los platos preparados objetos de estudio 
fueron las ensaladas vegetales y productos cárnicos cocidos por ser alimentos muy 
propensos a las contaminaciones microbianas asociadas a la manipulación. Asimismo, 
se consideraron a dos de los microorganismos indicadores de higiene mayormente 
involucrados en la contaminación de estos alimentos como son Escherichia coli y 
Staphylococcus aureus.  
En los últimos años, los serotipos patogénicos de E. coli se han caracterizado por su 
gran repercusión sobre la salud humana y afectar considerablemente al sector 
poblacional más susceptible. Bajo estas premisas, se decidió estudiar la capacidad de 
crecimiento y supervivencia de cuatro serotipos patogénicos de E. coli bajo 
diferentes condiciones medioambientales de pH, aw, Temperatura y niveles de 
contaminación. Posteriormente, se desarrollaron una serie de modelos predictivos de 
Probabilidad y crecimiento sobre la cepa más resistente a través de la utilización de 
técnicas turbidimétricas.  
A menudo, las toxiinfecciones alimentarias producidas por E. coli se relacionan por 
el consumo de vegetales contaminados. Particularmente, la lechuga constituye uno 
de los principales vehículos de propagación del microorganismo y ello justifica que 
haya sido uno de los alimentos elegidos en la presente Tesis. Así pues, se estudió el 
crecimiento de una cepa Enteropatógena de E. coli en lechuga iceberg de IV Gama, 
bajo una serie de condiciones representativas de almacenamiento, elaboración y 
distribución, obtenidas en los distintos establecimientos de restauración estudiados. 
A través del desarrollo y la aplicación de modelos predictivos y de metodologías 
alternativas y novedosas de Evaluación del Riesgo, se cuantificó el incremento 
potencial de la cepa en el alimento antes de su consumo. Al utilizar una cepa de E. 
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coli no_O157, este trabajo también posee un valor añadido ya que en la actualidad 
no existen muchos estudios que aporten información detallada sobre el crecimiento 
de cepas Enteropatógenas de E. coli y otras no_ O157 en matrices alimentarias. 
Staphylococcus aureus es otro de los microorganismos a considerar en los 
establecimientos de restauración colectiva, ya que las toxiinfecciones alimentarias 
están comúnmente asociadas a las prácticas inadecuadas de higiene durante la 
manipulación de los alimentos listos para el consumo. Además, se le atribuye una 
gran capacidad de adaptación a diferentes condiciones medioambientales, lo que 
explica que pueda crecer en una amplia variedad de alimentos incluidos los 
productos cárnicos cocidos listos para el consumo. Sin embargo, su patogenicidad se 
debe a la producción de enterotoxinas termoestables cuando la población alcanza un 
nivel considerable en el alimento, que incluso pueden persistir una vez se haya 
eliminado el microorganismo. En la presente Tesis Doctoral, se eligió una cepa de S. 
aureus enterotoxigénico para investigar la influencia de las condiciones de pre-
incubación de la cepa en caldo, en su posterior comportamiento y producción de 
enterotoxinas estafilocócicas A (SEA) en fiambre de pechuga de pollo cortado en 
lonchas, almacenadas a 10 y 20ºC. Con los datos obtenidos, se desarrollaron modelos 
predictivos de crecimiento y supervivencia para cuantificar esta respuesta. 
La presente Tesis Doctoral se presenta como compendio de Publicaciones de acuerdo 
con la Normativa Reguladora de los estudios de doctorado en la Universidad de 
Córdoba, propuesta por la Comisión de Másteres y Doctorado de 14 de Diciembre de 
2011 y aprobada por el Consejo de Gobierno de 21 de Diciembre de 2011, conforme 
al Artículo 24 del Capítulo II sobre La Tesis Doctoral, del Título II Desarrollo de los 
estudios de doctorado bajo el marco legal del Real Decreto 1393/2007, de 29 de 
octubre.  
De esta forma, se compone de un RESUMEN en castellano e inglés, una LISTA DE 
ABREVIATURAS que incluye las utilizadas en las Publicaciones y seis secciones: (1) 
INTRODUCCIÓN, (2) REVISIÓN Y ANTECEDENTES, (3) HIPÓTESIS Y 
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OBJETIVOS, (4) RESULTADOS, (5) CONCLUSIONES y (6) REFERENCIAS 
BIBLIOGRÁFICAS.  
Sección 1: INTRODUCCIÓN, justifica la unidad temática de la presente Tesis y 
detalla el orden esquemático de la misma.  
Sección 2. REVISIÓN Y ANTECEDENTES, consta de una revisión extensa dividida 
en siete subsecciones correlativas: 
La subsección 2.1: Se refiere a la Restauración colectiva, y aborda sobre el desarrollo 
del sector en España, el consumo de alimentos fuera del hogar y sobre la restauración 
colectiva institucional y su papel social y económico.  
La subsección 2.2: Agrupa y describe los principales Factores de riesgo asociados a la 
contaminación microbiana de platos preparados en establecimientos de restauración 
colectiva, y puntualiza sobre el marco legal vigente. 
Las subsecciones 2.3 y 2.4: Referentes a los Productos hortofrutícolas y vegetales de 
IV gama y Carnes y productos cárnicos listos para el consumo (RTE), 
respectivamente. Hacen referencia a los beneficios de estos alimentos para la salud 
humana; el auge y la importancia del sector en España; describen y ejemplifican la 
tecnología de fabricación de ambos productos; y finalmente describen el 
acondicionamiento de los platos de ensaladas vegetales y productos cárnicos cocidos 
en los establecimientos de restauración colectiva, enfatizando en los factores de 
riesgo más comunes durante estas etapas.  
La subsección 2.5: Referente a la Clasificación legislativa y criterios microbiológicos. 
Agrupa las legislaciones vigentes relativas a la restauración colectiva y a los criterios 
microbiológicos afines a los alimentos listos para el consumo. Asimismo, se citan 
algunas Guías orientativas elaboradas por organismos oficiales internacionales y se 
explica una de las más reconocidas. Esta subsección no incluye los apartados 
legislativos ya expuestos en otras subsecciones. 
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La subsección 2.6: Concerniente a la Calidad higiénico-sanitaria y seguridad 
microbiológica de los platos preparados listos para el consumo. Se describen los 
principales grupos microbianos (indicadores y patógenos) que influyen en la calidad 
y seguridad de los alimentos RTE y se aporta una revisión más detallada acerca de los 
microorganismos objeto de estudio de esta Tesis. Además, se citan varios estudios 
científicos relativos a la calidad de los platos preparados en establecimientos de 
restauración colectiva, puntualizando en aquellos elaborados a base de vegetales y 
productos cárnicos cocidos. Posteriormente, se exponen algunos brotes de 
toxiinfecciones alimentarias relacionados con el consumo de estos alimentos. 
La subsección 2.7: Relativa a la Microbiología Predictiva (MP). Comprende las 
aplicaciones prácticas de la MP, los tipos de diseños experimentales, los distintos 
métodos de generación de datos, la clasificación y tipos de modelos predictivos, 
enfatizando en los modelos utilizados en esta Tesis. Finalmente, incorpora una 
exposición de los modelos Terciarios más utilizados en la actualidad, incluyendo la 
herramienta informática MicroHibro creada recientemente por nuestro Grupo de 
investigación. 
Sección 3: HIPÓTESIS Y OBJETIVOS, como su nombre lo indica, esta sección 
expone la Hipótesis de partida de la presente Tesis, así como los Objetivos generales 
y específicos propuestos para cada publicación. 
Sección 4: RESULTADOS, se subdivide en Publicaciones desde la 1 hasta la 6, en 
correspondencia con el número de Publicaciones científicas generadas. Al comienzo 
de cada una de las Publicaciones se presenta un extenso resumen en castellano en el 
que se detallan los Objetivos, Material y métodos y los Resultados, del estudio. Las 
tablas y/o figuras citadas en los resúmenes se refieren a las incluidas en las 
publicaciones correspondientes. La sección se subdivide de la siguiente forma:  
Las Publicaciones 1, 2, y 3: Se corresponden con los estudios realizados en los 
establecimientos de restauración colectiva de comedores escolares, centros 
geriátricos y hospitales. En ellos se evalúan las condiciones de higiene y seguridad 
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microbiológica de los platos preparados RTE (ensaladas vegetales y cárnicos cocidos). 
En estos trabajos, la metodología de estudio empleada fue muy similar (relativa al uso 
de los cuestionarios, al análisis microbiológico de los platos preparados, de las 
superficies de trabajo y del aire, y al análisis estadístico), es por ello que para evitar 
reiteraciones, en el resumen de la Publicación 1 se exponen íntegramente el Material 
y métodos empleados y en el resto de Publicaciones (2 y 3) solamente se detallan los 
aspectos específicos para cada caso. Los estudios realizados en estos establecimientos 
se complementaron con el registro de los datos de tiempo/Temperatura (t/T) de 
refrigeración de los alimentos, desde la recepción hasta el servicio al consumidor. 
Los resultados evidenciaron que los microorganismos más representativos en los 
platos de ensaladas vegetales y cárnicos cocidos fueron E. coli y S. aureus, 
respectivamente; por ello en las Publicaciones 46 se continúa con el estudio del 
comportamiento de ambos microorganismos bajo las condiciones representativas 
obtenidas en los establecimientos de restauración colectiva; y en los que se aplicaron 
herramientas de Microbiología Predictiva y Evaluación del Riesgo. 
La Publicación 4: Describe el estudio del comportamiento de cuatro cepas patógenas 
de E. coli (O55:H6, O59:H21, O158:H23 y O157:H7) en función de determinados 
factores medioambientales a través de mediciones turbidimétricas. Para ello se 
diseñaron varias condiciones en medio de cultivo en función del pH (7,0 y 5,0) y aw 
(0,995), bajo una Temperatura de incubación de 8, 12 y 16ºC y un nivel de 
contaminación inicial de 4 y 2 log ufc/ml. Se desarrollaron modelos predictivos de 
crecimiento para estimar los principales parámetros cinéticos como fase de latencia 
(λabs) y tasa de absorbancia (abs); y se seleccionó la cepa más resistente para 
desarrollar una serie de modelos predictivos de Probabilidad de crecimiento. Los 
modelos de Probabilidad de crecimiento definieron la interfaz de crecimiento/no 
crecimiento de E. coli O158:H23 (cepa seleccionada) en función del pH (desde 7,0-
5,0) y aw (desde 0,9950,950), a diferentes Temperaturas (8, 12 y 16ºC) y niveles de 
contaminación inicial (4; 3 y 2 log ufc/ml). Finalmente, se describió el 
comportamiento cinético de la cepa mediante la cuantificación de los tiempos de 
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detección. La información obtenida resulta de gran interés para las industrias 
alimentarias y los gestores de seguridad alimentaria ya que la estimación del riesgo E. 
coli en productos mínimamente procesados y la combinación adecuada de los 
factores ambientales pueden garantizar la completa inhibición del crecimiento del 
microorganismo. Cabe destacar que el citado estudio ha servido para completar el 
Trabajo Fin de Máster.  
La Publicación 5: Integra la información generada en la Publicación anterior para su 
aplicación en un ámbito de Evaluación Cuantitativa del Riesgo Microbiológico de E. 
coli en el alimento. En este Capítulo, se aplicó una metodología alternativa para 
estimar el incremento logarítmico (logdiff) de E. coli en el alimento sin hacer uso de 
los métodos convencionales utilizados para la  cuantificación del crecimiento 
microbiano (lag y max). Para ello se estudió logdiff de la cepa de E. coli seleccionada 
en el estudio anterior (O158:H23) simulando diferentes niveles de contaminación 
(4,5; 3,5 y 2,5 log ufc/g) en lechuga iceberg mínimamente procesada, bajo diferentes 
condiciones de almacenamiento. Se desarrollaron y aplicaron modelos predictivos de 
Regresión Lineal para estimar logdiff bajo determinados valores de Temperatura (8, 
12, 16, 20 y 24ºC). Posteriormente, se emplearon los métodos de simulación 
MonteCarlo para estimar la variabilidad del crecimiento potencial, de la cepa bajo 
cinco perfiles dinámicos de t/T relativos a las etapas de almacenamiento, procesado y 
distribución, obtenidos de los establecimientos de restauración colectiva estudiados 
en las Publicaciones 13  
La Publicación 6: Expone la influencia de determinadas condiciones de pre-
incubación en caldo de una cepa de S. aureus enterotoxigénica, sobre su respuesta de 
crecimiento posterior en fiambre de pechuga de pollo cortado en lonchas, 
almacenadas a 10 y 20ºC. En el estudio se diseñaron distintas condiciones de pre-
incubación (Temperatura/pH/aw) y se desarrollaron modelos predictivos para estimar 
los principales parámetros cinéticos de crecimiento y supervivencia. Inicialmente se 
evaluó el crecimiento de la cepa de S. aureus bajo diferentes condiciones de pre-
incubación en caldo de cultivo (10ºC/pH 6,5/aw 0,997; 15ºC/pH 6,5/aw 0,997; 
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15ºC/pH 5,5/aw 0,997; 15ºC/pH 6,5/aw 0,960; 37ºC/pH 6,5/aw 0,997 y 37ºC/pH 5,5/aw 
0,960); y posteriormente, el cultivo se inoculó en el cárnico para evaluar su 
comportamiento y producción de SEA. Los resultados de este estudio pueden resultar 
un apoyo científico a las industrias alimentarias para la adopción de nuevas 
estrategias de gestión y de medidas preventivas que permitan mitigar el crecimiento 
y producción de SEA en productos cárnicos cocidos. 
Sección 5: CONCLUSIONES, se exponen las conclusiones derivadas de los estudios 
realizados a lo largo de la Tesis, desde una perspectiva de seguridad alimentaria y de 
salud pública. 
Sección 6: REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS, reúne todas las referencias citadas en 
la Sección 2.  
La presente Tesis Doctoral constituye una fuente de información relevante para las 
autoridades sanitarias, gestores de la seguridad alimentaria y las empresas 
alimentarias; a la vez que sirve de apoyo científico para la toma de decisiones en un 
ambiente de restauración destinada a colectivos de mayor susceptibilidad a las 
deficiencias en materia de seguridad alimentaria. Además, la metodología empleada 
puede significar una base para el desarrollo de otros estudios científicos. 
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2.1. SECTOR DE LA RESTAURACIÓN COLECTIVA EN ESPAÑA 
2.1.1. CARACTERIZACIÓN DEL SECTOR DE LA RESTAURACIÓN 
COLECTIVA  
2.1.1.1. DEFINICIÓN Y TIPOS DE RESTAURACIÓN COLECTIVA  
La restauración colectiva, se define como «aquélla que se elabora para un número 
determinado de comensales superior a los que comprende un grupo familiar» 
(Restauración en servicios hospitalarios, 2008) y es muy conocida en el ámbito de la 
restauración como “alimentación colectiva” o foodservices (denominación 
internacional). Este sector tiene un gran peso social y económico como parte de la 
gran industria de la Hostelería y el Turismo española (Romero, 2008); y cuenta en su 
conjunto con un amplio grupo de empresas destinadas a la elaboración, venta, 
distribución y servicio de comidas y bebidas (restaurantes, cafeterías, bares, catering, 
etc.); a la vez que provee de empleo a casi un millón de personas.  
El sector de la restauración colectiva se divide en dos grandes grupos: el sector de 
Restauración Comercial (1) y el sector de la Restauración Social o Institucional (2) y 
actualmente incorpora nuevos conceptos de restauración, atendiendo a la población 
a la que sirven, la forma de trabajo, la tecnología que emplean o los tipos de 
productos que utilizan, etc (Tabla 1): 
TABLA 1. Tipos de restauración colectiva. 
1 
Restauración Convencional 
Restaurantes, Mesones, Cafeterías, Tascas, 
Cantinas, Bares, Casas de comida, Tabernas, 
Chiringuitos. 
Restauración Complementaria 
Comedores de hoteles, banquetes, discotecas, 
servicio aéreo, ferroviario y marítimo, 
restaurantes de carretera, de centros 
comerciales, de ocio, ferias, de aeropuertos y 
estaciones de autobuses. 
Neorestauración 
 
Restaurantes temáticos, Autoservicios, Buffets, 
hamburgueserías, pizzerías, Croissanterías, 
Bocadillerías, Drug-stores, Cervecerías, 
Automáticas (Vending). 
2 Comedores de Empresas, Ejército, Hospitales, Prisiones, Comedores, Comunidades 
religiosas, Palacios de Congresos, Acontecimientos deportivos. 
Fuente: Martín Cedeño y Angel Caracuel García (Tomado de Restauración en servicios hospitalarios, 2008) 
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2.1.1.2. SITUACIÓN ACTUAL DEL SECTOR DE LA RESTAURACIÓN 
COLECTIVA EN ESPAÑA 
Desde hace algunos años, el sector de la restauración colectiva ha venido 
experimentando un auge tecnológico en correspondencia con los cambios en los 
hábitos de consumo de la población, devenidos por numerosos factores como los 
nuevos estilos de vida, la evolución demográfica, el nivel económico-social, etc., que 
han aumentado las preferencias de los consumidores por alimentos sanos, seguros y 
de fácil y rápida preparación. Además, ha significado un pilar muy sólido para la 
economía española; según los datos aportados por la Federación Española de 
Hostelería (FEHR) correspondientes al año 2010, el sector contribuyó en un 7% al 
Producto Interno Bruto (PIB) del país.  
Respecto al número de establecimientos dedicados a la restauración también se 
observó un incremento notable. El Instituto Nacional de Estadística (INE) y el 
Directorio Nacional de Empresas (DIRCE) refieren una importante evolución del 
sector en el cuatrienio 2006-2009 en el que contabilizaron, un total de 267.462 
empresas de restauración y 287.545 locales (entre restaurantes, establecimientos de 
bebidas y comedores colectivos/locales de comidas preparadas), en el último año. De 
las comunidades autónomas, Andalucía se destaca como una de las comunidades 
autónomas más consolidadas en cuanto al desarrollo de la restauración colectiva, 
junto a otras tres comunidades(Cataluña, Valencia y Madrid) y cuenta actualmente 
con 8,274 restaurantes, 1,545 cafeterías, 34,459 bares, 2,500 comedores colectivos y 
243.178 plazas de hoteles (MERCASA, 2011).  
La producción nacional concebida por el sector, se cifró en 24,7 millones de euros 
para el colectivo de restaurantes y puestos de comida rápida, representando el 1,9% 
de la producción total española, las colectividades se destacaron con un incremento 
de un 9% con 10 millones de euros y el colectivo de establecimientos de bebidas 
(como: bares, cafés, cafeterías, etc.) aportó cerca de 56,4 millones de euros, 
alcanzando en torno al 3,5% de la producción (MERCASA, 2011).  
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2.1.1.3. CONSUMO FUERA DEL HOGAR 
Consecuentemente al auge evidenciado por el sector de la restauración colectiva, el 
consumo fuera del hogar (o consumo extradoméstico) se ha convertido en una 
costumbre muy arraigada por la población española, ya sea por necesidad o por ocio. 
Los establecimientos de comida rápida se destacan como los de mayor preferencia 
para los consumidores. Los datos aportados por el  Ministerio de Agricultura, 
Alimentación y Medio Ambiente  (MAGRAMA, 2011), señalan que los españoles 
realizan aproximadamente 6,6 millones de visitas a los centros de restauración, cada 
año. De hecho, España se destaca como uno de los primeros países europeos en 
realizar un mayor consumo de alimentos fuera del hogar, junto con Alemania, 
Francia, Reino Unido e Italia; y se prevé un aumento de esta práctica en los próximos 
años (Díaz-Bidart, 2009).  
A modo de información, podemos decir que en el año 2011, los establecimientos de 
restauración colectiva gastaron en torno a 20,7 millones de euros atribuidos a 8,3 
millones de kg de alimentos, por concepto de bebidas y comida. Asimismo, existió 
una mayor preferencia por productos como la cerveza, los cárnicos, los pescados y 
mariscos, las bebidas refrescantes, etc. (Figura 1) (MAGRAMA, 2011): 
 
Figura 1. Consumo fuera del hogar por familias de productos (%) MAGRAMA (2011). 
Indiscutiblemente, el consumo fuera del hogar es un hecho vinculado a la vida 
moderna que causa cierta preocupación entre los profesionales de la salud y la 
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alimentación, por las posibles consecuencias que puede traer consigo para la salud 
humana. Aspectos tan importantes como el volumen de establecimientos y la 
heterogeneidad de las ofertas alimenticias justifican la estricta regulación de las 
actividades del sector, de cara a reducir los riesgos de enfermedades de origen 
alimentario. El marco legal del sector de la restauración colectiva está determinado 
por el Real Decreto 3484/2000, de 29 de diciembre, por el que se establecen las 
normas de higiene para la elaboración, distribución y comercio de comidas 
preparadas. 
El objetivo del presente Real Decreto es definir y establecer normas relativas a la 
higiene durante la elaboración, envasado, almacenamiento, transporte, distribución, 
manipulación, venta, suministro y servicio de comidas preparadas, en vista a 
minimizar los riesgos de origen alimentario que puedan estar relacionados con las 
prácticas incorrectas de higiene y de manipulación. Este Real Decreto es aplicable a 
todas las empresas de carácter público o privado, social o comercial, permanentes o 
temporales que lleven a cabo cualquiera de las actividades mencionadas 
anteriormente. El Real Decreto, del que actualmente están derogados los apartados 
11 y 12 del artículo 6 y el anexo de Normas microbiológicas de comidas preparadas, 
establece no obstante una serie de requisitos relativos al almacenamiento, 
conservación, transporte y venta de comidas preparadas en los establecimientos de 
restauración colectiva que aún se toman como referencia por parte de muchas 
empresas del sector. 
2.1.1.4. RESTAURACIÓN INSTITUCIONAL 
La restauración institucional posee un papel fundamental para con la salud pública. 
Ésta se diferencia del sector de la restauración comercial en que brinda servicios a 
aquellos consumidores que tienen muy pocas o ninguna posibilidad de elegir otra 
forma de consumo, con la particularidad que generalmente estos consumidores son 
más propensos de padecer enfermedades de origen alimentario como es el caso de los 
niños, los ancianos, los enfermos, o las personas inmunodeprimidas, que por sus 
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características fisiológicas requieren de una alimentación de mayor calidad. Es 
importante destacar que en España existen muy pocos estudios científicos que 
evalúen la actividad de restauración que desempeñan estos establecimientos y su 
repercusión en la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos. Sobre esta base, la 
presente Tesis desarrolló un estudio pormenorizado de las condiciones higiénico-
sanitarias de los establecimientos de restauración colectiva de comedores escolares, 
centros geriátricos y hospitales (Publicaciones 1, 2 y 3). 
Los datos actuales apuntan a un aumento creciente del consumo de alimentos en este 
sector, y en el año 2009 supuso un gasto total en torno a los 2,599 millones de euros. 
En la actualidad, el consumo de alimentos en los establecimientos institucionales 
alcanza un 15% comparado con el que se realiza en los restaurantes (23%) y los bares 
y cafeterías (37%) (MAGRAMA, 2011).  
En efecto, este es un sector que representa una alternativa para cubrir las necesidades 
básicas de alimentación de un colectivo de individuos muy importante. En España, la 
Federación Española de Asociaciones Dedicadas a las Restauración Social (FEADRS) 
representa a las grandes y medianas empresas del sector de la restauración 
institucional y colectiva del territorio. Entre las empresas de restauración 
institucional se destacan Eurest colectividades S.A; Serunión S.A; Sodexho España 
S.A; Aramark servicios de catering, S.L, entre otras, que destinan sus producciones 
fundamentalmente a centros hospitalarios, residencias geriátricas, comedores y 
centros de estudios. 
El hecho de preparar y servir grandes volúmenes de alimentos en un tiempo 
relativamente corto, implica la utilización de nuevas tecnologías de conservación y/o 
la optimización de las tecnologías ya existentes, de cara a garantizar la calidad 
higiénico-sanitaria y vida útil de los alimentos. 
Los estudios referentes a los sistemas de elaboración, conservación y transporte de 
comidas preparadas citan a la cadena fría refrigerada, la cadena fría congelada, la 
cadena en caliente o la cocción al vacío (Arévalo 2009): 
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 La cadena fría refrigerada: Consiste en abatir los alimentos, una vez 
elaborados, desde los  65ºC hasta los 10ºC en un tiempo no superior a los 
90min, para luego ser almacenados en una cámara que los mantendrá a entre 
0-3ºC. Antes de su consumo los alimentos se regenerarán para ponerlos a la 
Temperatura adecuada. 
 La cadena fría congelada: Permite la elaboración de los alimentos con 
una mayor antelación. Éstos se introducen en un abatidor de Temperatura 
teniendo en cuenta los mismos procedimientos mencionados anteriormente y 
su posterior conservación en frío a 18ºC hasta el momento de su consumo, 
instante en el que deben regenerarse hasta su Temperatura adecuada de 
consumo (65ºC). 
 La cadena en caliente: Consiste en la conservación de los alimentos 
elaborados a Temperaturas no inferiores a los 65ºC, y que deben ser 
consumidos en un tiempo máximo de 12h.  
 Cocción al vacío: Aquí, se elabora el alimento a bajas Temperaturas y 
durante un tiempo prolongado. El alimento se envasa posteriormente con 
material impermeable y que no se altere con las altas Temperaturas. Antes de 
cocerlo se le extrae el aire y se sella. Tras la cocción el producto se enfría de 
manera rápida y se refrigera, para luego ser regenerado (65ºC) antes del 
consumo. 
También se hace mención a técnicas más tradicionales para la conservación de los 
alimentos como la pasteurización industrial o la aplicación de sustancias químicas 
(salazones, ahumados, adobos, escabeche, encurtidos, etc.). Así como la aplicación de 
otras tecnologías de conservación con el objeto de reducir el grado de manipulación 
de los alimentos en las cocinas como las altas presiones hidrostáticas, los pulsos 
luminosos, la deshidratación, la irradiación, la conservación en atmósfera 
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modificada, entre otras (Leitsner y Gould, 2002; Nissen y col., 2002; Devlieghere y 
col., 2004; Arévalo, 2009). 
2.1.1.5. PAPEL SOCIAL DE LA RESTAURACIÓN INSTITUCIONAL 
La restauración institucional, en estos momentos lleva a cabo una activa 
participación en la Estrategia para la Nutrición, Actividad Física y Prevención de la 
Obesidad (NAOS) (www.naos.aesan.msssi.gob.es/) y el Proyecto PERSEO (Programa 
piloto escolar de referencia para la salud y el ejercicio, contra la obesidad) 
(www.perseo.aesan.msssi.gob.es/), establecidos a nivel estatal desde el Ministerio de 
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad a través de la Agencia Española de Seguridad 
Alimentaria y Nutrición (AESAN). 
La Estrategia NAOS se puso en marcha en el 2005. Se creó con el objetivo de 
sensibilizar a la población del problema que la obesidad representa para la salud, y de 
impulsar todas las iniciativas que contribuyan a lograr que los ciudadanos, y 
especialmente los niños/as y los jóvenes, adopten hábitos de vida saludables, 
principalmente a través de una alimentación saludable y de la práctica regular de 
actividad física. A partir de esta Estrategia se ha impulsado la aprobación de la Ley de 
Seguridad Alimentaria y Nutrición y se han publicado, entre otros, documentos 
destinados a las escuelas. Entre ellos mencionar el Documento de consenso sobre la 
alimentación en centros educativos cuyo objetivo es avanzar en el compromiso de 
promover una dieta equilibrada, asegurando un entorno alimentario adecuado. 
El Proyecto PERSEO se estableció en el 2006, para promover, desde el ámbito 
escolar, los hábitos de vida saludables desde edades muy tempanas. Éste interviene 
simultáneamente sobre el comedor y el entorno escolar para facilitar la elección de 
opciones más sanas, implicando además a las familias. La Guía de comedores 
escolares (www.educacion.gob.es) representa uno de los manuales editados a partir 
de este programa. 
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2.2. FACTORES DE RIESGO DE CONTAMINACIÓN 
MICROBIANA EN ESTABLECIMIENTOS DE RESTAURACIÓN 
COLECTIVA  
2.2.1. PRACTICAS DE HIGIENE DE LOS MANIPULADORES DE 
ALIMENTOS  
En las últimas décadas ha aumentado el conocimiento y por ende la preocupación 
acerca de la seguridad de los alimentos destinados al consumo humano. Las 
toxiinfecciones alimentarias representan un serio problema para la salud pública 
mundial y la población más vulnerable (los niños, ancianos, embarazadas y 
enfermos) cuenta entre la más afectada.  
Los datos de la Organización Mundial de la Salud aseveran que alrededor de 2,2 
millones de personas enferman diariamente en el mundo por más de 200 
enfermedades alimentarias y cerca de las dos terceras partes de los brotes que se 
producen se originan en los propios hogares y en los establecimientos de 
restauración colectiva. No obstante, el riesgo de enfermar por causas alimentarias 
tras el consumo de comidas preparadas fuera del hogar es considerablemente 
superior, teniendo en cuenta que en los establecimientos de restauración se preparan 
mayores volúmenes de comidas y más variadas y están más expuestos a diversos 
factores que influyen en la calidad sanitaria de los alimentos (Hedberg y col., 2006).  
En los procesos de producción, almacenamiento y distribución de comidas 
preparadas, el papel de los manipuladores de alimentos se antoja fundamental con el 
objeto de garantizar la aptitud e inocuidad de los alimentos, apoyados 
fundamentalmente en procedimientos adecuados de higiene y en la implementación 
de medidas correctas  de autocontrol. El manipulador de alimentos es «toda aquella 
persona que por su actividad laboral, tienen contacto directo con los alimentos 
durante su preparación, fabricación, transformación, elaboración, envasado 
almacenamiento, transporte, distribución, venta, suministro y servicio» (El Real 
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Decreto 202/2000, de 11 de febrero por el que se establecen las normas relativas a los 
manipuladores de alimentos, derogado por el  actual Real Decreto 109/2010).  
A continuación se citan las legislaciones vigentes aplicadas a los manipuladores de 
alimentos:  
 El Reglamento (CE) 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, 
de 29 de abril de 2004, relativo a la higiene de los productos alimenticios. 
 El Reglamento (CE) 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, 
de 29 de abril de 2004, sobre los controles oficiales efectuados para garantizar 
la verificación del cumplimiento de la legislación en materia de piensos y 
alimentos y la normativa sobre salud animal y bienestar animal.  
En un ambiente de restauración, los procedimientos de higiene pueden ser 
mejorables ya que parte de las toxiinfecciones alimentarias ocurren como 
consecuencia de los factores de riesgo asociados a la manipulación de los alimentos, 
relativos a la insuficiente higiene del personal manipulador, inapropiados 
procedimientos de cocción, contaminación cruzada o inadecuado almacenamiento 
de los alimentos (Michaels y col., 2004a). 
Los manipuladores actúan en algunas ocasiones como vehículos de propagación de 
microorganismos indicadores o patógenos de forma directa e indirecta a través de las 
manos, hacia otros alimentos y superficies de contacto con los alimentos y con otros 
manipuladores. En los Estados Unidos, las prácticas de higiene de los manipuladores 
constituye uno de los cinco factores de riesgo más importantes de toxiinfecciones 
alimentarias y aproximadamente el 89% de los brotes se producen principalmente 
por la inadecuada higiene de las manos (Guzewich y Ross, 1999). 
En determinadas circunstancias, las manos pueden representar el  mayor vehículo de 
microorganismos de origen fecal y respiratorio (Burt y col., 2003; Moore y col., 
2003). Se ha podido demostrar que los microorganismos como Staphylococcus aureus 
(S. aureus), Escherichia coli (E. coli), Salmonella, son capaces de sobrevivir en las 
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manos si las medidas de higiene no son lo suficientemente apropiadas (Scott y 
Bloomfield, 1990; Jiang y Doyle, 1999; Kusumaningrum y col., 2002). Diversos 
estudios describen brotes de toxiinfecciones alimentarias asociados a los 
establecimientos de restauración colectiva (Smith y Dahl, 1996; Lynch y col., 2003; 
FDA, 2004), dichos estudios indican que las medidas higiénico-sanitarias pueden ser 
insuficientes en ciertas ocasiones de cara al consumidor final. Al mismo tiempo 
enfatizan en los establecimientos de suministro de alimentos destinados a sectores de 
la población más susceptibles.  
Ayçiçek y col. (2004), evaluaron las medidas higiénico-sanitarias mantenidas por los 
manipuladores en un recinto hospitalario. Tras el estudio determinaron que éstas 
fueron insuficientes al ser evidenciados recuentos significativos de S. aureus y E. coli, 
tanto en las manos con guantes como en manos desnudas, durante la manipulación 
de los alimentos,  en las que predominó S. aureus en un 70% de los aislamientos. En 
el estudio también se aislaron otros microorganismos como Bacillus difteroides, 
Bacillus sp y Staphylococcus coagulasa negativos. Por su parte, Lues y Van Tonder 
(2007) intentaron relacionar la higiene de las manos con el nivel de contaminación 
de los delantales de los manipuladores. Para ello, inspeccionaron varios 
establecimientos de restauración de Sudáfrica dedicados a la venta al detalle de 
cárnicos listos para el consumo y analizaron 50 muestras procedentes de las manos y 
35 de los delantales, respectivamente. El estudio comprobó recuentos de Aerobios 
mesófilos (AEM) (98% y 8%), coliformes totales (CT) (40% y 26%), E. coli (se halló 
contaminación en las manos de un manipulador), Enterobacteriaceae  (44% y 16%) y 
S. aureus (88% y 40%). Sin embargo no encontraron una correlación significativa 
entre los resultados, por lo que descartaron la posible contaminación cruzada. 
Aunque sí consideraron que la inadecuada higiene de las manos pudo constituir un 
posible factor de riesgo en la contaminación microbiológica de los alimentos, ya que 
el 32% de las manos analizadas superaban los límites establecidos para CT. Los 
coliformes fecales (CF) también predominaron en más de la mitad de las muestras 
procedentes de las manos (55,6%) de los manipuladores de alimentos de varios 
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comedores escolares de Brasil (Santana y col., 2009). Las principales causas que 
influyeron en estos resultados fueron la falta del reconocimiento médico anual 
(51,9%), la falta de formación periódica de los manipuladores (74,1%) y las 
inadecuadas prácticas de higiene (100%) (Couto-Campos y col., 2009). Los virus 
causantes de gastroenteritis y hepatitis A en humanos son otros de los 
microorganismos capaces de sobrevivir en las manos de los manipuladores cuando 
éstos no practican una higiene frecuente y adecuada (Appleton, 2000; Bidawid y col., 
2000; Hedberg y col., 2006). En este caso, los riesgos de contaminación se asocian a la 
manipulación de los alimentos por manipuladores enfermos o portadores 
asintomáticos (65%) y al contacto directo de las manos contaminadas con los 
alimentos (35%), que al mismo tiempo favorecen la contaminación cruzada de los 
alimentos y las superficies de trabajo (Mokhtari y Jaykus, 2009). 
Si bien el lavado de las manos constituye un método rápido y sencillo, también es 
considerado por muchos autores como la manera más conveniente y eficaz de 
reducir los patógenos presentes en ellas (Todd y col., 2010), por lo que es 
conveniente su práctica adecuada para disminuir los riesgos de contaminación 
cruzada (Rippel, 2002). 
Los principios del lavado de las manos son universales, sin embargo la reducción 
eficaz de los microorganismos depende de las siguientes consideraciones (Todd y 
col., 2010): 
 Tipo y nivel de contaminación orgánica y microbiana. 
 El uso de agua potable corriente. 
 El tiempo de lavado (15-30 s). 
 El tipo de jabón y cantidad usada. 
 El grado de exposición al proceso de lavado de los dedos, las palmas, el  
dorso, las muñecas, región subungueal y uñas. 
 La frecuencia y vigorosidad de frotamiento de los dedos y las palmas 
de las manos durante el enjuague.  
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En vista a la importancia que tienen los hábitos de higiene, las actitudes y 
comportamientos de los manipuladores en la preservación de la seguridad 
alimentaria, se han empleado diversas metodologías de acuerdo a las normativas 
legales para la orientación de los manipuladores en materia de higiene. Al respecto, 
mencionar algunas guías elaboradas a nivel regional como el Manual para los 
manipuladores de alimentos elaborado por la Conserjería de Salud de Castilla y León, 
el Manual de Formación Básica para manipuladores de alimentos creado por la 
Federación Empresarial Canaria de Ocio y Restaurantes (FECAO), el Manual para la 
formación de manipuladores de alimentos de la Conserjería de Sanidad del Gobierno 
de Cantabria, el documento Manipulación de Alimentos (Manual Común) de la 
Conserjería de Empleo y Desarrollo Tecnológico de la Junta de Andalucía; a nivel 
internacional, el Manual Cinco claves para la inocuidad de los alimentos de la OMS, 
el Manual de capacitación para manipulación de alimentos de la Organización 
Panamericana de la Salud (OPS) o el Código Alimentario de la FDA (Food Code, 
2009), etc. 
Sin embargo, algunos estudios advierten de posibles deficiencias en la higiene de las 
manos por parte de los manipuladores de alimentos. Por ejemplo, Green y col. (2007) 
realizaron un estudio para identificar los factores relacionados con las prácticas de 
higiene de los manipuladores de alimentos. Para ello, se apoyaron en un estudio 
observacional que evalúo el lavado de las manos y el uso de guantes por parte de 321 
manipuladores. Los resultados demostraron que el lavado de las manos y el uso de 
guantes, fue más frecuente durante las actividades de preparación de los alimentos, 
que durante la manipulación de los equipos sucios y el contacto directo con algunas 
partes del cuerpo. Además comprobaron que el uso de guantes supuso una 
disminución en la frecuencia de lavados de las manos. Clayton y Griffith (2004) 
analizaron los hábitos de 115 manipuladores de 29 establecimientos, durante la 
preparación de los alimentos y las medidas de higiene adoptadas. Para ello, utilizaron 
una técnica observacional de análisis de notación. Los resultados indicaron que solo 
el 9% de los manipuladores se lavaron las manos tras tocarse el cabello o la cara y el 
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25% lo hizo posteriormente a la manipulación de equipos contaminados. Lubrán y 
col. (2010) examinaron la frecuencia de contacto de las manos de los manipuladores 
de alimentos con los objetos y alimentos listos para el consumo antes de la venta, el 
lavado de las manos y cambio de guantes durante la preparación de los alimentos, así 
como las medidas de higiene de los equipos, utensilios y superficies de trabajo. El 
estudio se llevó a cabo en 9 establecimientos de venta al detalle de alimentos listos 
para el consumo y determinó un porcentaje elevado (6080%) de manipuladores que 
no se lavaron las manos durante la manipulación de los alimentos al mismo tiempo 
que mantuvieron contacto con otras superficies. Por su parte, Fawzi y col. (2009) 
evaluaron los hábitos de higiene de las manos de los manipuladores de 15 tiendas de 
venta de alimentos. Del total de manipuladores (29), sólo el 48,3% usó jabón para 
lavarse las manos y se frotaron adecuadamente incluyendo el lavado entre los dedos, 
las puntas de los dedos y las muñecas. Además detectaron que la mayoría de los 
manipuladores que se lavaron las manos en menos de 10 s (41,4%) tuvieron niveles 
de contaminación ligeramente más altos de AEM y S. aureus, que los manipuladores 
que utilizaron más tiempo para el lavado. A este efecto, los estudios realizados por 
Todd y col. (2010) y Chapman y col. (2010), resaltan la importancia de la fricción, la 
frecuencia del lavado y el lavado correcto de las manos en la eliminación de 
microorganismos.  
Por su parte, el secado de las manos también constituye una etapa muy importante 
dentro del lavado de las manos. Algunos autores consideran que es la última etapa 
más crítica del lavado y que necesita ser implementado correctamente para asegurar 
una higiene adecuada y reducir así los posibles riesgos de contaminación cruzada 
(Guzewich y Ross, 1999; Michaels y col., 2001). Según Michaels y col. (2000) un 
eficaz secado de las manos puede reducir la población microbiana hasta en un 90%. 
Como prácticas inadecuadas de secado se señalan, la humedad residual de las manos 
(Patrick y col., 1997), el secado de las manos con paños de tela o con secadores de 
aire poco eficientes que alargan el tiempo de secado (Todd y col., 2010; Snelling y 
col., 2011), el frotamiento de las manos durante el secado que favorece la 
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contaminación de la piel luego del lavado (Yamamoto y col., 2005). En un estudio 
observacional realizado por Clayton y Griffith (2004), comprobaron que la 
efectividad del lavado de las manos se vio afectada por un porcentaje alto de 
inadecuadas prácticas de secado (61%). 
2.2.2. DISPONIBILIDAD DE RECURSOS SANITARIOS  
Obviamente, la disponibilidad de recursos y el funcionamiento de los equipamientos 
sanitarios (lavamanos, agua caliente y potable, jabón, etc.) en los centros de 
restauración, también constituyen otra de las causas que pueden influir 
negativamente en las prácticas de higiene personal de los manipuladores (Clayton y 
col., 2002; Dippold y col., 2003; Green y Selman, 2005; Todd y col., 2010). Garayoa y 
col. (2011) realizaron un estudio en 20 empresas de catering de toda España, para 
evaluar la implementación de los sistemas de Análisis de Peligros y Puntos de 
Control Críticos (APPCC) y los conocimientos sobre higiene y seguridad alimentaria 
así como las actitudes y las prácticas de los manipuladores de alimentos. Entre las 
dificultades halladas destacaron el incorrecto funcionamiento de los lavamanos en el 
95% de los establecimientos visitados, y de las duchas, así como la disponibilidad de 
agua caliente en los baños y área de cambio de ropa (50%). Por su parte, Allwood y 
col. (2004) evaluaron 123 establecimientos de venta de alimentos al detalle en 
Minnesota, con el objeto de investigar los conocimientos de los manipuladores y las 
prácticas de higiene de las manos, así como la disponibilidad de recursos para el 
lavado de las manos. Los resultados indicaron que las principales limitaciones se 
vincularon con la ausencia de cepillos para lavarse las uñas (38%) e insuficiencia de 
lavamanos (24%) y concluyeron que solo los establecimientos completamente 
equipados (55%) contaban con un personal supervisor debidamente capacitado. 
2.2.3. USO DE GUANTES  
Sin embargo, el lavado de las manos no siempre garantiza la completa eliminación de 
los microorganismos presentes. De este modo, que se hace necesario el uso de 
guantes para prevenir el contacto directo de las manos con los alimentos y con las 
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superficies de trabajo como una medida de seguridad alimentaria de cara a minimizar 
los riesgos de contaminación cruzada en la industria alimentaria. La cuestión más 
importante es que en ocasiones el uso de guantes puede crear un falso sentido de la 
higiene entre los manipuladores (Lynch y col., 2005; Green y col., 2007; Todd y col., 
2010) y poner en riesgo la seguridad de los alimentos.  
Cabe destacar que los problemas más comunes están vinculados al cambio irregular y 
uso incorrecto de los mismos (Snyder, 1999; Liu y Su, 2006). En los Estados Unidos, 
ésta es una de las principales causas que favorecen a la aparición de toxiinfecciones 
alimentarias (McCarthy y col., 2006). En un estudio realizado por Pérez-Rodríguez y 
col. (2006) determinaron que el uso de un mismo par de guantes para la 
manipulación de diferentes alimentos aumenta los riesgos de transferencia de 
patógenos. En este caso comprobaron un mayor riesgo de transferencia de L. 
monocytogenes, desde la carne de pollo cruda contaminada hacia las lonchas de 
carne cocida.; ocurriendo lo contrario tras el cambio de guantes. A ello se le suma la 
integridad de los guantes como otro problema a tener en cuenta para evitar posibles 
contaminaciones cruzadas (Albin y col., 1992). Algunos autores aseguran que el 
lavado de las manos antes y después del cambio de guantes es muy conveniente para 
reducir la contaminación microbiana presente (Paulson, 1996; Martínez-Tomé y col., 
2000; Michaels y col., 2004b).  
2.2.4. CONTAMINACIÓN CRUZADA 
Como se ha mencionado anteriormente la contaminación cruzada constituye una de 
las principales causas de toxiinfecciones alimentarias en todo el mundo. Según un 
informe de la OMS estuvo relacionada con el 25% de los brotes acontecidos en el año 
1992 (Sheen y Hwang, 2010). Los fenómenos de contaminación cruzada se originan 
como consecuencia de la aplicación de prácticas inadecuadas de higiene, al contacto 
con equipos y utensilios contaminados, por el contacto directo de las manos con los 
alimentos preparados, por el almacenamiento inadecuado de los alimentos, por el 
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mal procesado de los alimentos, por el contacto directo de los alimentos con el aire o 
ambientes contaminados, etc. (Todd y col., 2009). 
Particularmente los alimentos listos para el consumo son muy propensos a las 
contaminación cruzada durante su manipulación (Vorst, y col., 2006a y b; Aarnisalo, 
2007; Pérez-Rodríguez y col., 2007, 2010; Sheen y Hwang, 2010). Algunos estudios 
se refieren al contacto directo de los cárnicos listos para el consumo con las 
superficies de trabajo (Naidoo y Lindsay, 2010) y con los utensilios de corte 
contaminados (Pérez-Rodríguez y col., 2007; Fernane y col., 2010) y enfatizan en su 
importancia como fuentes de transmisión de patógenos entéricos, L. monocytogenes, 
o S. aureus, entre otros (Keskinen y col., 2008; Malheiros y col., 2010). Por su parte, 
AbdulRaouf y col. (1993) hacen referencia a la contaminación cruzada de los 
vegetales mínimamente procesados con otros ingredientes durante la etapa de 
preparación de las ensaladas; y puntualizan en la mezcla de vegetales con productos 
cárnicos como posible causa de contaminación por E. coli O157:H7. 
2.2.5. TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO  
La Temperatura es el factor más importante que condiciona el crecimiento 
microbiano en alimentos. La mayoría de los microorganismos se desarrollan a 
Temperaturas entre 560ºC (llamada zona de peligro), siendo la Temperatura óptima 
de crecimiento a 37ºC. Con lo cual, el mantenimiento de la cadena de frío y el 
correcto tratamiento térmico y conservación en caliente de los alimentos 
constituyen las medidas esenciales para el mantenimiento de la seguridad 
alimentaria, donde los manipuladores desempeñan un papel fundamental durante 
toda la cadena de producción (Bharathi y col., 2001; Beuchat, 2002; Membré y col., 
2005; Carrasco y col., 2008).  
La Tabla 2 expone las Temperaturas recomendables de almacenamiento/transporte y 
congelación de las materias primas y productos elaborados, propuestas por el 
Gobierno de Aragón, en la guía de Orientaciones para la aplicación del autocontrol 
en los establecimientos de comidas preparadas: 
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Fuente: Datos tomados de la Dirección de Salud Pública del Gobierno de Aragón (2006). 
El mantenimiento de los alimentos a inadecuados intervalos de tiempos/Temperatura 
de almacenamiento, con frecuencia constituyen uno de los factores de riesgo más 
comunes (Roberts y col., 2008; FDA, 2010). Los estudios realizados en comedores 
colectivos indican que es muy frecuente la exposición de los alimentos refrigerados a 
abusos de Temperatura durante periodos prolongados de tiempo, desde la 
preparación hasta la distribución de los mismos (Gallay, 2002; Rosset y col., 2004; 
Réglier-Poupet y col., 2005; Arévalo, 2009).Otras posibles deficiencias están 
relacionadas con control de las Temperaturas de almacenamiento de los alimentos 
crudos y procesados listos para el consumo, el desconocimiento de los manipuladores 
acerca de las Temperaturas de cocinado y refrigeración adecuadas para prevenir el 
crecimiento y supervivencia de los microorganismos (Baş y col 2006; Garayoa y col., 
2011; Jianu y Chis, 2012), el inadecuado enfriamiento y recalentamiento de los 
alimentos y la preparación varias horas antes de su consumo (Weingold y col., 1994); 
o los procedimientos de refrigeración conjunta de los alimentos crudos y cocidos 
(Gomes-Neves, 2007). 
TABLA 2.Temperaturas de conservación de productos alimenticios 
Producto alimenticio 
Temperaturas 
Almacenamiento/Transporte Congelación 
Carne ≤ 7ºC ≤ -18ºC 
Despojo ≤ 3ºC ≤ -18ºC 
Carne de ave ≤ 4ºC ≤ -18ºC 
Carnes picadas y separadas 
mecánicamente 
≤ 2ºC ≤ -18ºC 
Preparados de carne ≤ 4ºC ≤ -18ºC 
Jamón, paleta, cocidos, fiambres 0ºC a 5ºC ≤ -18ºC 
Comidas preparadas con período de duración 
inferior a 24ºC 
≤ 8ºC 
Comidas preparadas con período de duración 
superior a 24ºC 
≤ 4ºC 
Comidas preparadas congeladas Mantenimiento a ≤ - 18ºC 
Comidas calientes Mantenimiento a ≥ 65ºC 
Frutas y hortalizas congeladas Mantenimiento ≤ - 18ºC 
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2.2.6. FORMACIÓN DE LOS MANIPULADORES  
La formación de los manipuladores constituye una importante línea de defensa en la 
prevención de la mayoría de las toxiinfecciones alimentarias (Martínez-Tomé y col., 
2000; Gibson y col., 2002; Sun y Ockerman, 2005) que se pueden producir como 
consecuencia a los factores de riesgos citados anteriormente; a la vez que constituye 
una estrategia de gestión de seguridad alimentaria que ofrece beneficios a largo plazo 
para las industrias alimentarias (Smith, 1994). 
Desde hace algún tiempo, los cuestionarios o “checklists” han representando una 
herramienta eficaz para especificar el nivel de conocimientos y las aptitudes de los 
manipuladores y supervisores, en materia de seguridad alimentaria (Angelillo y col., 
2000, 2001; Clayton y col., 2002; Veiros y col., 2007, 2009; Soares y col., 2012). De 
hecho, existen estudios que detallan metodologías más sofisticadas con el objeto de 
obtener una mayor cantidad y fiabilidad de información (Clayton y col., 2004) de 
cara a mejorar la educación de los manipuladores.  
Este tipo de herramientas han servido para que numerosos autores propusieran 
cambios objetivos en las metodologías de formación de los manipuladores. Por 
ejemplo, Hislop y Shawn (2009) propusieron reforzar la formación de los 
manipuladores menos experimentados de las empresas alimentarias y ratificar los 
conocimientos de los más experimentados en un período no superior a 10 años. Por 
otra parte, Gomes-Neves y col. (2011) sugirieron que la formación se realice acorde 
al nivel intelectual de los manipuladores para que puedan adquirir los conocimientos 
esenciales y garantizar un mejor desempeño y motivación del personal. Igualmente, 
Garayoa y col. (2011) expusieron la necesidad de implicar a los manipuladores en los 
sistemas de APPCC con el fin de corregir sus actitudes y comportamientos durante el 
trabajo. Asimismo, Furnari y col. (2002) propusieron la capacitación periódica como 
un método eficaz para elevar el nivel de conciencia de los manipuladores.  
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La formación de los manipuladores de alimentos en materia de higiene alimentaria 
es un requisito legal de carácter obligatorio para el sector agroalimentario. Con el 
objeto de mejorar la formación del personal manipulador, el 19 de febrero de 2010 se 
publicó a nivel nacional el Real Decreto 109/2010, de 5 de febrero, por el que se 
modifican diversos reales decretos en materia sanitaria, entre ellos deroga 
expresamente al RD 202/2000. Los cambios normativos no afectan, sin embargo, a la 
responsabilidad que tienen las empresas alimentarias de poner en el mercado 
alimentos seguros y como parte de las garantías que deben ofrecer, incluye la 
formación de los manipuladores acorde con su puesto de trabajo, tal y como se 
estipula en el Reglamento (CE) 852/2004. 
Así, el Reglamento (CE) 852/2004 en su Capítulo XII sobre Formación, Anexo II 
establece:  
Los operadores de las empresas alimentarias deberán garantizar: 
 La supervisión y la instrucción o formación de los manipuladores de 
productos alimenticios en cuestiones de higiene alimentaria, de acuerdo con 
su actividad laboral. 
 Que quienes tengan a su cargo el desarrollo y mantenimiento del 
procedimiento mencionado en el apartado 1 del artículo 5 del presente 
Reglamento o la aplicación de las guías pertinentes hayan recibido una 
formación adecuada en lo tocante a la aplicación de los principios del APPCC. 
 El cumplimiento de todos los requisitos de la legislación nacional 
relativa a los programas de formación para los trabajadores de determinados 
sectores alimentarios. 
En vista a lo estipulado en el presente reglamento y a los cambios en las normativas, 
el Ministerio de Sanidad y Política Social y la AESAN, aportan también un 
Documento de Orientación sobre la Formación de los manipuladores de alimentos 
(www.aesan.msc.es), que explica ampliamente cada una de las obligaciones 
anteriores. 
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Recientemente, la Federación Europea de Sindicatos de Alimentos, Agricultura y 
Turismo (EFFAT) y la Federación Europea de Restauración Colectiva (FERCO) 
pusieron en marcha el proyecto “Formación para todos”. El proyecto se apoya en el 
desarrollo de una herramienta informática de formación básica destinada a los 
manipuladores de primer nivel del sector de la restauración colectiva de toda 
Europa. Esta herramienta se encuentra disponible en internet de modo gratuito 
(www.contract-catering-guide.org/food-hygiene-training-for-all) y su objetivo es 
cualificar a los trabajadores de la restauración colectiva y ofrecer además la 
oportunidad de formación a los trabajadores de aquellas empresas de restauración 
que no cuenten con los recursos suficientes para invertir en capacitación. 
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2.3. PRODUCTOS HORTOFRUTÍCOLAS Y VEGETALES DE IV 
GAMA 
2.3.1. BENEFICIOS NUTRICIONALES DE LOS PRODUCTOS 
HORTOFRUTÍCOLAS  
El consumo de frutas y hortalizas frescas se ha convertido en una seña de identidad 
de la dieta mediterránea. En los últimos años, su demanda se ha extendido a un gran 
número de países, demostrando que evidentemente constituyen un conjunto de 
productos básicos dentro de la alimentación humana. 
Los vegetales de hoja verde se caracterizan por su alto contenido en fibra, vitaminas, 
minerales, compuestos fitoquímicos y por sus propiedades hipocalóricas y su 
inclusión en la dieta ayuda a disminuir los riesgos de enfermedades en adultos 
(cardiovasculares, diabetes, cáncer), a mejorar el sistema inmunitario y a reducir los 
índices de sobrepeso y obesidad. Según la OMS y la Organización de las Naciones 
Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), el consumo mínimo 
recomendable de frutas y vegetales debe ser de 400g/día. 
Haciendo un breve paréntesis, es importante señalar que los cambios en los hábitos 
de consumo de la población han contribuido al aumento del número de casos por 
sobrepeso y obesidad, donde los niños son los más propensos a estas enfermedades. 
Actualmente, en la Unión Europea existen alrededor de 22 millones de niños con 
sobrepeso y de ellos más de 5 millones son obesos. Precisamente, el 23,6% de la 
población española más joven padece sobrepeso u obesidad (Bartrina y col., 2007).  
En vista a minimizar las repercusiones atribuibles a ambas enfermedades, en España, 
la estrategia NAOS y el Proyecto PERSEO han servido de plataformas para fomentar 
una dieta sana y equilibrada y rescatar los hábitos alimenticios principalmente de los 
niños y jóvenes. Para ello han contado con el apoyo de la AESAN, el Ministerio de 
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, el sector de la restauración, así como con la 
colaboración de las comunidades autónomas de Andalucía, Canarias, Castilla y León, 
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Extremadura, Galicia, Murcia y Ceuta. Ambos proyectos cuentan con el respaldo 
europeo de los Reglamentos (CE) 1234/2007 y 288/2009 que en su conjunto 
promueven y establecen una organización común de mercado agrícola (OCM) para 
responder al plan de consumo de frutas y hortalizas en los centros escolares. Todo 
ello, motiva a un mayor compromiso para con los ciudadanos, en el aseguramiento 
de alimentos saludables e inocuos que garanticen una mejor calidad de vida. 
2.3.2. VEGETALES DE IV GAMA EN ESPAÑA. IMPORTANCIA DEL 
SECTOR 
Sin embargo, los nuevos estilos de vida han conllevado a que el consumidor 
demande productos de fácil y rápida preparación o listos para el consumo (RTE), por 
lo que en ocasiones la forma tradicional de preparación de frutas y vegetales frescos 
no satisface las expectativas de la población; de hecho, en la actualidad existe un 
consumo incrementado de frutas y vegetales RTE (Buck y col., 2003). 
Los alimentos RTE son «alimentos destinados por el productor o el fabricante al 
consumo humano directo sin necesidad de cocinado u otro tipo de transformación 
eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los microorganismos peligrosos» 
(Reglamento (CE) 2073/2005 de la Comisión de 15 de Noviembre de 2005 relativo a 
los criterios microbiológicos aplicables a los productos alimenticios).En este sentido, 
el mínimo procesado de las frutas y vegetales se ha convertido en un mercado 
ampliamente demandado por los consumidores.  
Los alimentos mínimamente procesados o de IV Gama como se les conoce 
comercialmente (Artés y col., 2009) son aquellos «productos vegetales, frutas y 
hortalizas frescos sin tratamiento térmico, preparados, lavados y envasados que han 
podido ser objeto de troceado, corte o cualquier otra operación relativa a la 
integridad física del producto (cualquier procedimiento físico que entrañe una 
modificación de las características fisiológicas y microbiológicas del producto) listo 
para consumir o cocinar y son destinados al consumo humano» (Asociación Española 
de Frutas y Hortalizas Lavadas y Listas para su Empleo, AFHORLA). Asimismo, 
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Wiley (1994) añade que «las frutas y hortalizas mínimamente procesadas son 
aquellas preparadas siguiendo uno o varias operaciones apropiadas, tales como el 
pelado, cortado en lonchas, troceado, etc. dado un tratamiento de conservación 
parcial pero que puede incluir el uso moderado de calor, conservantes o irradiación». 
Históricamente, la tecnología de la IV Gama se originó en los Estados Unidos en los 
años 70, precisamente para satisfacer las necesidades de los restaurantes de comida 
rápida y de los establecimientos de venta de ensaladas. En principio, la materia prima 
más utilizada fue la lechuga iceberg, con un tiempo de conservación no superior a los 
4 días. Posteriormente la producción de vegetales de IV Gama se extendió a otros 
países, como Francia, Alemania, Holanda y Suiza. En España, la tecnología de IV 
Gama se introdujo en los años 80 y Navarra fue la comunidad pionera en 
comercializar este tipo de producto, hasta extenderse a otras comunidades 
hortofrutícolas como Murcia, Comunidad Valenciana, Andalucía y Cataluña 
(Carbonell, 1990). 
En estos momentos, el sector de vegetales de IV Gama se encuentra en pleno auge y 
se perfila como uno de los mercados más prometedores de la alimentación. Tanto es 
así, que los datos aportados por AFHORLA indican un volumen de negocio en torno 
a los 200 millones de euros. A mediados del año 2010 se llegaron a comercializar 47,2 
mil Tm de frutas y hortalizas, de las cuales, 46,4 mil Tm se correspondieron sólo a 
hortalizas. La comercialización por sectores experimentó una subida respecto al año 
2009, donde el sector de la distribución demandó el 82% de la producción total (lo 
que representó un 9% más) y el 18% se dirigió al sector de la restauración colectiva 
que percibió también un incremento de un 3,5% (AFHORLA, 2010). Así, en el 2011, 
el consumo medio de frutas y hortalizas transformadas fue de 13,4 kg/per cápita/año 
(MAGRAMA, 2011). En la siguiente Tabla 3 se muestran los datos referentes a la 
evolución del consumo de frutas y hortalizas transformadas en los últimos dos años. 
Como se puede observar en los hogares es donde se realiza un mayor consumo de 
estos productos, sin dejar de destacar la evolución percibida en el sector de la 
restauración institucional. 
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TABLA 3. Evolución del consumo total de Frutas y Hortalizas transformadas en los hogares y en el 
sector de la restauración colectiva (Tm). 
Frutas y Hortalizas transformadas 
Sector Hogares H/R
* 
Instituciones Total 
2010 165.3 21,0 5,6 191.9 
2011 
163.8 
(-0,9) 
33,3 
(+58,3%) 
14,1 
(+150,6) 
211.1 
(+10,0%) 
*H/R: Hoteles/Restaurantes. Tomado de Consumo Alimentario en España Año 2011 (MAGRAMA) y elaboración 
propia. 
En el mercado español, las ensaladas de hortalizas constituyen el principal impulsor 
de la industria de la IV Gama. La producción de ensalada de IV Gama se basa 
fundamentalmente en lechuga (60%), el 17% de las ensaladas se componen de 
mezclas de lechuga y otras hortalizas para ensaladas (incluyendo col lombarda, 
zanahoria rallada, canónigos, escarolas, etc.), el 7% de espinacas, el 3% de acelga y 
zanahoria rallada, el 1% de cebolla, pimiento, puerro, mezcla para sopas, brotes, 
apio, coles de bruselas y brasicas (coliflor, brócoli y romanescu) y un 2% de otras 
hortalizas entre las que se destacan las de pequeño tamaño y de sabor intenso 
conocidas como mini (zanahorias, rabanitos, tomate cherry, etc.)(Artés y col., 2004) 
(Figura 3).  
 
Figura 3. Producción de hortalizas de IV Gama en España (%) 
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2.3.3. DESARROLLO COMERCIAL DE LA IV GAMA EN EL RESTO 
DEL MUNDO  
A nivel internacional, los países desarrollados han logrado los mayores avances 
tecnológicos y una mayor expansión comercial de productos de IV Gama. A 
continuación se describe brevemente la comercialización de estos productos en 
diferentes regiones del mundo: 
En los Estados Unidos por ejemplo, los estudios de mercado indican que las 
principales razones de demanda de frutas y verduras acondicionadas se deben a la 
conveniencia, la preocupación por la salud y las preferencias de los consumidores 
por productos naturales. En los últimos años, el consumo per cápita ha presentado 
tasas de crecimiento dinámicas hasta alcanzar los 30kg/año. A nivel industrial, los 
productos más explotados y con mayor estabilidad comercial han sido los vegetales 
frescos cortados como las ensaladas de col, lechuga, brócoli, etc.; con variadas 
presentaciones desde raciones individuales envasadas (de 100-150g) hasta la venta a 
granel (de 1-10kg) para establecimientos de restauración. Son muy conocidos los 
“snack trays” (combinación de verduras como el apio, rabanito, zanahoria baby, con 
una salsa de acompañamiento u otros condimentos); los “party trays” (son platos 
diseñados para ocasiones especiales, por lo que tienen formatos más grandes y 
presentaciones más cuidadas); los “meals” (platos preparados a base de verduras, salsa 
y pechuga de pollo que presentan una vida comercial en torno a las 2 semanas). 
En Europa, el Reino Unido es el principal consumidor de productos de IV Gama 
(12kg/per cápita/año). Posee una mayor cuota de crecimiento y su mercado 
comercializa una amplia variedad de productos, donde las raíces o brotes ocupan en 
torno al 40% de su mercado. Por su parte Francia, posee un consumo per cápita 3 
veces superior al de España; y al igual que el resto de países de Europa, la ensalada es 
el producto estrella. Los lineales de IV Gama en los supermercados franceses van 
obteniendo mejores resultados con el transcurso de los años, experimentado una 
subida en los volúmenes de ventas de ensaladas, legumbres, o “crudités” (son platos 
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tradicionales compuestos por hortalizas crudas). En Alemania, las “chilled food” 
(ensaladas preparadas y macedonias de frutas listas para el consumo) son también 
unas de las categorías que está experimentando un gran auge en el mercado. Entre 
las ensaladas se destacan las ensaladas preparadas y envasadas generalmente en bolsa 
o en tarrinas de plástico conocidas como “feinkostsalaten” que son elaboradas con 
distintos tipos de productos (carnes, patatas, arenques, etc.) y que por lo general se 
presentan aliñadas y listas para comer sin necesidad de ninguna preparación 
posterior. Este tipo de ensalada generó alrededor de 500 millones de euros en el 
2006.  
En Japón, las ensaladas mediterráneas con productos ecológicos tienen una 
considerable aceptación. En este tipo de ensalada se suelen combinar varios 
alimentos como la lechuga, tomates cherry, maíz, pepino en rodajas, atún y huevo 
duro. 
2.3.4. TECNOLOGÍA DE FABRICACIÓN DE ENSALADAS 
VEGETALES DE IV GAMA 
El proceso de la fabricación de frutas y hortalizas de IV Gama comienza en el campo 
con el cultivo de la materia prima (AFHORLA, 2011). Ya en el ámbito industrial, se 
someten a una serie de operaciones específicas unitarias suaves que garantizan el 
mantenimiento de la frescura y la calidad del producto final; seguido de un envasado 
que puede o no ser bajo atmósfera modificada o activa, para posteriormente proceder 
a su almacenamiento, transportación, y comercialización en condiciones adecuadas 
de refrigeración. La aplicación de las buenas prácticas de manufactura y las buenas 
prácticas de manejo post-cosecha, en combinación con adecuados métodos de 
envasado y de conservación, constituyen en un conjunto de medidas que 
contribuyen a garantizar la seguridad alimentaria de estos productos (Clark, 2002; 
Ginestrea y col., 2005; Chilled Food Association, 2007). Asimismo, el seguimiento de 
las prácticas de higiene desde el procesado hasta la venta al consumidor como se 
estipula en el Codex Alimentarius, concretamente en el Código de Prácticas 
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Generales de Higiene (CAC/RCP 1-1969) y el Código de Prácticas de Higiene para 
Frutas y Hortalizas Frescas (CAC/RCP 53-2003), se antoja fundamental para 
garantizar su salubridad de cara al consumidor final.  
Recientemente, FEPEX ha emitido la segunda versión de las Guías de Buenas 
Prácticas de Producción de Productos de IV Gama (2010). Esta guía establece 
orientaciones sobre la base de determinados requisitos para asegurar la calidad de 
cada fase del procesado y por tanto la calidad del producto final. Para ello, incluye 
varios aspectos relacionados con el control de las materias primas, la higiene de las 
instalaciones, los equipos, el personal manipulador así como los reuisitos durante el 
transporte. Asimismo, expone los criterios microbiológicos en correspondencia con 
el Reglamento (CE) 2073/2005 y establece la necesidad de disponer de un sistema de 
autocontrol para la salubridad de los productos, basado en la metodología de APPCC. 
A modo de ejemplo, la Figura 4 representa el diagrama de flujo de un proceso de 
fabricación de ensaladas  mínimamente procesadas, propuesto por Cano (2001): 
40 Productos Hortofrutícolas y Vegetales de IVGama 
 
Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad 
microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a poblaciones de riesgo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Diagrama de flujo de obtención ensaladas de IV Gama (“Mediterránea y Cheff”) (Tomado de Méndez, 
2008). 
Las ensaladas vegetales se consideran alimentos altamente perecederos, ya que son 
productos físicamente alterados a partir de su forma original y tienen un riesgo 
elevado de contaminación por patógenos emergentes durante el procesado (Ohlsson, 
1994; Soliva y Martín, 2003; Tapia y col., 2005). 
Durante el procesado, la calidad del agua de lavado, la higiene (incluyendo la higiene 
de los operarios, de los equipos y las áreas de trabajo) y el mantenimiento del 
300 rpm / 5 min 
SELECCIÓN 
En el caso de la lechuga, se procede a la eliminación de las hojas de cobertura; en escarola se realiza  la eliminación 
de la parte basal; en zanahoria se realiza la eliminación de las hojas de la zona del pedúnculo. Se procede al pelado, 
cortado, rallado (operaciones mecánicas).  
LAVADO, DESINFECCIÓN y ENJUAGE 
El lavado por inmersión a razón de 250 g del material vegetal en 1 L de solución de hipoclorito de sodio a 0,5% 
mas solución de jabón cuaternario al 1,0%/ 10 min. 
SEGUNDO ACONDICIONAMIENTO 
En el caso de lechuga, escarola, radicchio, se realiza la inmersión de 250 g de material en 1 L de solución de cloruro 
de calcio a 1,0% más óxido de magnesio al 0,5% más ácido cítrico al 0,1%. La zanahoria, se sumerge  250 g de 
material en 1 L de solución de cloruro de calcio al 1,0%. 
FORMULACIÓN DE ENSALADAS (g) 
Formulación de ensalada de lechuga: radicchio: escarola (2:1:1) 
Formulación de ensalada de lechuga: zanahoria: radicchio (1:2:1) 
SECADO POR CENTRIFUGADO 
ENVASADO 
ALMACENAMIENTO EN CÁMARA 
PRIMER ACONDICIONAMIENTO 
RECEPCIÓN DE LA MATERIA FRESCA 
PESAJE 
Se realiza el descarte del producto con daños físicos, pudriciones y defectos de decoloración 
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producto a Temperaturas de refrigeración juegan un papel fundamental en la 
preservación de la inocuidad del producto. La contaminación microbiana puede 
ocurrir en cualquier etapa, no obstante el lavado es una de las etapas más 
importantes porque de ella depende la reducción de la carga microbiana que 
acompaña a la materia prima (Gil y col., 2009). Algunos estudios científicos han 
demostrado que en ocasiones los métodos industriales de lavado e higienización de 
los vegetales mínimamente procesados no son lo suficientemente eficaces en la 
eliminación total de patógenos cuando están presentes en el alimento (Abadias y col., 
2011). Algunos desinfectantes como el agua clorada, el dióxido de cloro, el peróxido 
de hidrógeno o los ácidos orgánicos son reconocidos por producir un efecto mínimo 
sobre la población microbiana causando una reducción <2 log ufc/g. Ello significa 
que los tratamientos a los que se somete el producto durante el procesado también 
condicionan de forma significativa su seguridad (Koseki e Isobe, 2007). 
Por otra parte, las operaciones mecánicas a la que se someten los vegetales, como el 
pelado, cortado, rallado, troceado etc., producen daños físicos y tisulares que 
destruyen la barrera natural de protección del producto. Esto favorece la pérdida de 
nutrientes que constituyen el medio y las condiciones óptimas para la supervivencia 
y desarrollo tanto de microorganismos patógenos (E. coli O157:H7, L. 
monocytogenes, Salmonella) (Abdul-Raouf y col., 1993; Gleeson y O`Beirne, 2005; 
Tapia y col., 2005; Delaquis y col., 2007; McEvoy y col., 2008) como alterantes 
(Soares y Geraldine, 2007). A este efecto, se suman los métodos de corte (como el 
tipo de cuchilla o la dirección del corte) que influyen considerablemente en la 
exposición de grandes áreas de tejido interno, lo que propicia una mayor 
susceptibilidad al deterioro microbiano durante su vida útil (Zhou y col., 1992; 
O´Beirne, 1995; Barry-Ryan y O´Byrne, 1998).  
En este sentido, la aplicación de nuevas tecnologías de conservación permiten 
mantener las características sensoriales y al mismo tiempo reducir la contaminación 
microbiana en todas y cada una de las etapas de la cadena de producción, procesado 
y distribución (Gil y col., 2005). Las investigaciones destacan la efectividad de la 
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combinación del procesado mínimo con diferentes metodologías de conservación. 
Los estudios recientes enfatizan en la utilización de desinfectantes como los ácidos 
orgánicos naturales (cítrico, acético, málico, propiónico y láctico) o los de potencial 
oxidación-reducción (hipoclorito de sodio, dióxido de cloro, fosfato trisódico o 
peróxido de hidrógeno y el ozono) (Beuchat, 2000, Beuchat y col., 2004; Ölmez y 
Kretzschmar, 2009; Raybaudi-Massilia y col., 2009); el uso del agua electrolizada 
ligeramente ácida Issa-Zacharia y col. (2011); el uso de bacteriocinas (Randazzo y 
col., 2009); de aceites esenciales como bioconservantes (Karagözlü y col., 2011; 
Ponce y col., 2011); de radiaciones ionizantes (Goularte y col., 2004; Jeong y col., 
2010, radiaciones ultravioletas C (UV-C) (Lamikanra y Bett-Garber (2005), pulsos 
luminosos (Marquenie, 2002); nuevas metodologías de atmósfera modificada 
(Amanatidou y col., 2009) entre otras. 
2.3.5. ACONDICIONAMIENTO DE LAS ENSALADAS VEGETALES 
DE IV GAMA EN ESTABLECIMIENTOS DE RESTAURACIÓN 
COLECTIVA  
La lechuga de IV Gama es uno de los vegetales de mayor demanda en los 
establecimientos de venta y en los de restauración colectiva. Su servicio suele ser 
habitual en los comedores, hospitales, universidades, centros geriátricos, etc., por sus 
aportaciones nutricionales para con la salud. Sin embargo, como ya se ha explicado 
anteriormente estos alimentos son muy propensos a las contaminaciones 
microbianas, probablemente en mayor medida durante el proceso de preparación de 
las ensaladas, por lo que es muy importante que cada etapa que conforma dicho 
proceso esté encaminada a garantizar la inocuidad del producto final.  
Durante el proceso de preparación de ensaladas, las prácticas de higiene de los 
manipuladores, la contaminación cruzada y el mantenimiento de la cadena de frio, 
representan los factores de riesgos más importantes (Little y Gillespie, 2008). 
Numerosos estudios microbiológicos describen el grado de contaminación de las 
ensaladas vegetales por microorganismos aerobios mesófilos (AEM), indicadores de 
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higiene inadecuada o de contaminación fecal (algunas especies de enterobacterias, 
CF, CT) y por algunos patógenos emergentes responsables de considerables brotes de 
toxiinfecciones alimentarias (Gillian y col., 1999; Castro y col., 2006; Little y 
Gillespie 2008; Santos y col., 2012).  
A continuación se detalla el diagrama de flujo general de un proceso de preparación 
de ensalada de lechuga en correspondencia con los procedimientos observados en los 
establecimientos de restauración colectiva estudiados en la presente Tesis Doctoral: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de preparación de ensalada de lechuga en establecimientos institucionales 
(comedores escolares, centros geriátricos y hospitales) (Elaboración propia). 
Recordemos que las ensaladas vegetales RTE se consumen crudas por ello es 
aconsejable mantenerlas bajo Temperaturas de refrigeración (5ºC) para evitar su 
deterioro (Franz y col., 2010; Tian y col., 2012). Sin embargo, durante las etapas de 
preparación y distribución es muy frecuente la exposición de estos alimentos a 
MATERIA PRIMA (≤ 5ºC):  
Procedente de Industrias alimentarias  
 
LECHUGA MÍNIMAMENTE PROCESADA 
LAVADO 
RECEPCIÓN (2-3h) 
DESINFECCIÓN 
CORTADO y 
ELIMINACIÓN DE 
PARTES 
DEFECTUOSAS 
ELABORACIÓN (45min) 
EMPLATADO (30 min) 
T. AMBIENTE (1h) ALMACENAMIENTO REFRIGERACIÓN 
DISTRIBUCIÓN 
LECHUGA FRESCA 
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variaciones de Temperaturas. Franz y col. (2010) realizaron un estudio en bares de 
ensaladas y comprobaron oscilaciones de Temperatura entre 013ºC en un tiempo 
máximo de 2h, lo cual provocó un incremento poblacional de patógenos como L. 
monocytogenes, E. coli O157:H7 y Salmonella. Al respecto, Koseki e Isobe (2005) 
puntualizaron que el control adecuado de la Temperatura durante la toda la cadena 
de producción de alimentos, constituye una medida de seguridad alimentaria que 
condiciona el desarrollo de aquellos patógenos que hayan logrado sobrevivir a las 
bajas Temperaturas, a los tratamientos de desinfección o estén vinculados con las 
prácticas de manipulación. 
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2.4. CARNES Y PRODUCTOS CÁRNICOS LISTOS PARA EL 
CONSUMO  
2.4.1. BENEFICIOS NUTRICIONALES DE LAS CARNES Y 
PRODUCTOS CÁRNICOS 
Por carne se entiende «la parte muscular comestible de los animales de abasto 
sacrificados y faenados en condiciones higiénicas. Se incluyen las porciones de grasa, 
hueso, cartílago, piel, tendones, aponeurosis, nervios y vasos linfáticos y sanguíneos 
que normalmente acompañan al tejido muscular y que no se separan de él en los 
procesos de manipulación, preparación y transformación» (Horcada y Polvillo, 2010). 
Tanto las carnes y como los productos cárnicos elaborados, constituyen un gran 
alimento para la nutrición humana y su inclusión en la dieta diaria es muy 
aconsejable por su gran riqueza en nutrientes, fundamentalmente en proteínas de 
alto valor biológico ((16-25%) y un 40% de aminoácidos esenciales), en sustancias 
nitrogenadas no proteicas (aminoácidos libres, péptidos, creatina, nucleótidos, etc.), 
en grasa (1-30%), en vitaminas (Tiamina, Niacina, Retinol y vitaminas B6 y B12 
principalmente) y minerales (Hierro, Zinc de alta biodisponibilidad, Fósforo, 
Magnesio, Selenio, Cobalto, Cromo y Níquel) (Chizzolini y col., 1999; Biesalski, 
2005). 
2.4.2. SECTOR DE LA INDUSTRIA CÁRNICA EN ESPAÑA 
La producción de carne en España ha aumentado considerablemente desde hace algo 
más de dos décadas superando el 100%; desde los 2,6 millones de Tm que producía 
inicialmente en 1980 a los 5,6 millones que alcanzó producir en el 2008, según un 
informe de la FAO. En el año 2008, España aportó el 13% de la producción cárnica 
europea (43,2 millones de Tm) que se tradujo en un incremento del 14% respecto a 
años anteriores; y junto con Alemania y Francia representó uno de los tres primeros 
países productores de carne en Europa. La importancia de la creciente producción de 
carne en el contexto europeo se refleja en la Figura 6. Entre los años 1980 y 2008, se 
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percibió un intenso incremento de la producción de carne en España aumentando 
hasta en un 110,7% en comparación con la Unión Europea (20,4%). En lo que 
respecta a la producción de carne a nivel mundial, España se sitúa en octavo lugar 
(279,9 millones de Tm) aportando el 2% a la producción total, aunque lejos todavía 
de los principales productores de carne como China, Estados Unidos o Brasil, (Soler-
Horcadas, 2010). 
 
Figura 6. Evolución de la producción de carne en España y la UE 1980-2008 (Tomado de Soler y Horcadas, 2010). 
Actualmente la industria cárnica española, es uno de los cinco pilares industriales 
más importantes a nivel nacional. La producción de carne fresca tiene una gran 
relevancia ya que genera aproximadamente el 21% del total de la facturación (96,5 
millones de euros) que supone prácticamente el 2% del PIB nacional. Para ello 
cuenta con 700 mataderos, 2,400 salas de despiece y cerca de 5,170 establecimientos 
dedicados a la elaboración de productos cárnicos. Entre las principales productoras 
de carne se encuentran las comunidades de Cataluña, Castilla y León y Andalucía, 
que concentran en torno al 58% de la producción total. En cuanto a la producción 
por especie, la carne porcina se consolidó con un 61% (3,5 millones de Tm) de la 
producción total en el 2011 y el mercado español se ratificó mundialmente como el 
cuarto mayor productor, superado por China, Estados Unidos y Alemania; le 
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siguieron la producción de carne de aves (24%) fundamentalmente la carne de pollo; 
la carne de vacuno (11%) y de ovino (2,3%). Es importante destacar que el sector 
cárnico español asegura el empleo a casi 83 mil personas. (Cruz, 2012). La Tabla 5, 
muestra la evolución que ha mantenido la producción de carne a nivel nacional en 
los últimos cuatro años: 
TABLA 5. Evolución de la producción de carne por especies en España (período 2008-2011) 
(miles de Tm) 
Carnes 2008 2009 2010 2011 
Crecimiento 
11/10 
Porcino 3,484.4 3,290.6 3,368.9 3,479.5 3,3% 
Aves 1,375.3 1,316.7 1,349.4 1,386.4 2,7% 
Vacuno 658.3 598.4 602.5 604.7 0,4% 
Ovino 156.9 124.4 131.2 131.7 0,3% 
Conejos 68,7 61,2 63,5 67,4 6,2% 
Caprino 9,3 8,8 10,6 10,4 2,3% 
Equinos 6,2 6,4 7,1 10,9 53,3% 
TOTAL 5,749.1 5,406.5 5,533.3 5,690.9 2,8% 
Fuente: MAGRAMA (Tomado de Cruz ,2012). 
Los productos cárnicos elaborados también han experimentado un importante auge. 
Según la  Asociación Nacional de Industrias de la Carne de España (ANICE), el 
propósito de un mayor mercado de productos elaborados es el de encaminar la 
producción sobre la base de un mejor precio, conveniencia, comodidad, mejores 
presentaciones y nuevos productos con perfiles nutricionales más ligeros, etc.  
Como carne elaborada se entiende aquellos «Productos resultantes de la elaboración 
de la carne cruda o de la ulterior elaboración de dichos productos elaborados de 
manera que, cuando se corta, en la superficie cortada se observa que el producto ya 
no tiene las características de la carne fresca» (Código de prácticas de higiene para la 
carne (CAC/RCP 58/2005)). En la actualidad, España es uno de los mayores 
productores de cárnicos elaborados en Europa, junto a Alemania, Italia y Francia y 
en el año 2010, su producción se cifró en torno a 1,3 millones de Tm que supuso un 
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incremento del 1,6% (Cruz, 2012). A continuación la Tabla 6 detalla la evolución del 
mercado español durante el período 2008-2010. 
TABLA 6. Evolución de la producción de cárnicos elaborados en España (período 2008-2010) 
(miles de Tm) 
Cárnicos elaborados 2008 2009 2010 
Crecimiento  
10/09 
Jamones y Paletas curados 271.9 245.0 251.0 2,4% 
Embutidos curados 197.0 185.2 188.0 1,5% 
Jamón y paleta cocidos 183.5 175,0 174,0 -0,6% 
Otros tratados por el calor 382.4 385.0 393.0 2,1% 
Adobados y frescos 185.4 180.4 182.5 1,2% 
Platos preparados 84,2 80,6 82,0 1,7% 
TOTAL 1,304.5 1,251.0 1,270.5 1,6% 
Fuente: Confederación de Organizaciones Empresariales del sector cárnico en España (CONFECARNE) 
(Tomado de Cruz, 2012). 
De forma global, el consumo de carne estuvo cerca de los 2,9 millones de Tm al que 
se le atribuyó un gasto en torno a los 18 millones de euros. El mayor consumo de 
carne se realizó en los hogares (2,4 millones de kg y representó el 82,6%) comparado 
con el que se produjo en la restauración comercial (13,7%) e institucional (3,6%) 
(Tabla 7). El consumo percápita anual estuvo cerca de los 52,7 kg; sin embargo éste 
varió por grupo de productos y se percibió una mayor demanda de los consumidores 
por productos frescos y elaborados, cuyo consumo alcanzó el 23% con un gasto 
superior a los 5 millones de euros (MAGRAMA, 2011). 
TABLA 7. Consumo de carne y productos cárnicos elaborados (2011) (miles de Kg / millones de euros) 
Carnes 
Hogar 
Restauración 
comercial 
Restauración 
colectiva 
TOTAL 
Consumo Gasto Consumo Gasto Consumo Gasto Consumo Gasto 
Fresca 1,775.6 10,441.7 200.4 1,127.9 60,5 271.1 2,036.6 11,840.6 
Congelada 80,2 399.1 103.5 435.6 18,4 74,9 202.2 909.6 
Elaborada 560.4 4,675.9 102.5 681.8 26,1 148.3 689.1 5,506.0 
TOTAL 2,416.3 15,516.6 401.41 2,245.3 105.1 494.4 2,917.7 18,250.2 
Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente (MAGRAMA) (Tomado de Martín-Cerdeño, 
2011) 
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2.4.3. TECNOLOGÍA DE FABRICACIÓN DE PRODUCTOS 
CÁRNICOS COCIDOS RTE 
Las carnes frescas son alimentos altamente perecederos por su alto contenido de 
nutrientes. Presentan niveles de actividad de agua (aw) superiores a 0,980 y de pH 
entre 5,06,0, que constituyen las condiciones idóneas para el desarrollo de 
microorganismos patógenos como Salmonella sp, Campylobacter jejuni/coli, Yersinia 
enterocolítica, E. coli verotoxigénico y L. monocytogenes, entre otros (Campbell-
Platt, 1995; Nörrung y Buncic, 2008). 
El procesado cárnico tiene la ventaja que permite mejorar la conservación del 
alimento y desarrollar sabores y productos diferentes con un determinado valor 
agregado y aprovechar y elaborar aquellas partes del animal que son difíciles de 
comercializar y consumir en estado fresco. Además; de crear las condiciones 
químicas (pH, aw) y ambientales (Temperaturas) necesarias para eliminar o inhibir 
un amplio número de microorganismos patógenos como alterantes.  
Los productos cárnicos se clasifican en dependencia del tratamiento que reciben 
como: frescos, crudosadobados, crudoscurados, tratados por el calor, salazones 
cárnicas, platos preparados cárnicos y otros derivados cárnicos. Particularmente, los 
productos cárnicos tratados por calor se definen como «todos los productos 
preparados esencialmente con carnes y/o despojos comestibles de una o varias de las 
especies animales de abasto, aves y caza autorizadas, que se han sometido en su 
fabricación a la acción del calor para alcanzar en su punto crítico una Temperatura 
suficiente y lograr así la coagulación total o parcial de sus proteínas cárnicas y, 
opcionalmente, su ahumado y/o maduración» (Orden, de 5 de Noviembre de 1981). 
Entre los cárnicos cocidos encontramos productos como el paté, fiambres, salchichas 
tipo Frankfurt, chopped, mortadela o el jamón cocido (Marcos, 2007). En los últimos 
años, estos productos han experimentando una creciente demanda atribuida a sus 
beneficios para con la salud, por su alto contenido proteico e hipocalórico y su 
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facilidad de preparación. La Figura 7 describe el diagrama de flujo de un proceso de 
fabricación de un producto cárnico cocido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Diagrama de flujo del proceso de elaboración de cárnicos cocidos. Tomado de la Guía de mejores técnicas 
disponibles en España del sector cárnico (2005) y elaboración propia. 
Durante el procesado, la contaminación del producto puede ocurrir en cualquier 
etapa. La contaminación cruzada representa uno de los factores de riesgo más 
comunes, desde el contacto con alimentos crudos hasta con equipos y superficies de 
Tras la cocción los productos se deben enfriar  inmediatamente. Los sistemas más utilizados son los baños o duchas de agua fría y las 
cámaras frigoríficas. 
Control de calidad de la materia prima, recepción y almacenamiento en refrigeración o congelación hasta su uso.  
PICADO, TRITURADO DE LA CARNE 
Picado o triturado mediante picadoras, molinos coloidales, cutter, etc, permitiendo la estabilización de la estructura cárnica por emulsión 
(interacciones agua-proteína-grasa). El control de la Temperatura de la masa en proceso es muy importante para lograr la ligazón 
deseada (10-14ºC; óptima: no superior a 12ºC).    
AMASADO Y ADICION DE INGREDIENTES 
Esta etapa debe realizarse en condiciones de ausencia de aire para evitar oxidaciones indeseables y la presencia de burbujas o huecos en 
el producto final. Adición de aditivos, sales, especies, etc.  
EMBUTIDO/MOLDEADO 
COCCIÓN/AHUMADO (opcional)  
La cocción se puede efectuar por inmersión del producto en agua caliente, en hornos a vapor, en hornos de aire seco, etc. La cocción a 
Temperaturas alrededor de 80ºC, pretende la coagulación total de las proteínas y conseguir un efecto bactericida de la flora patógena. La 
esterilización se produce sometiendo al producto a Temperaturas por encima de los 100ºC (115-123ºC) (ejemplo, cocción de cárnicos 
en conserva); estos no requieren de refrigeración durante su vida útil. 
RECEPCIÓN DE LA MATERIA PRIMA (0-2ºC) 
ENFRIAMIENTO 
DISTRIBUCIÓN 
ALMACENAMIENTO EN CÁMARAS  
FRIGORÍFICAS (4ºC) 
RE-EMVASADO 
(Opcional) 
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trabajo contaminadas, así como por tratamientos de cocción ineficaces (Barco-Alcalá, 
2001; Jessen y Lammert, 2003; Marcos, 2007). 
Los tratamientos térmicos tienen por objeto la destrucción de la mayor parte de las 
formas vegetativas, capaces de alterar los alimentos o de interferir en el desarrollo de 
fermentaciones deseables. Durante el procesado, la problemática está en que se 
produzca un tratamiento de cocción insuficiente lo cual supone un peligro para los 
consumidores. La esterilización de los cárnicos se alcanza con la aplicación de 
Temperaturas superiores a 100ºC que permiten la eliminación total de la flora 
presente; mientras que la pasteurización se produce bajo Temperaturas entre 
6080ºC donde se consigue la eliminación de la flora patógena, pero queda una flora 
residual que debe ser controlada con el mantenimiento del producto a Temperaturas 
de refrigeración durante su vida útil (entre 05ºC) (Marcos, 2007; Rodríguez y 
Simón, 2008). Rodríguez-Montoya (2003) afirma que el tratamiento a 65ºC/15 es el 
procedimiento utilizado para inhibir el crecimiento microbiano en productos 
cárnicos en general. No obstante, asegura que el tratamiento a 65ºC/ 40min podría 
ser un método eficaz para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en productos 
cárnicos como el jamón; así como las Temperaturas de 57,2ºC/ 37min para evitar la 
presencia de Salmonella. 
Luego del tratamiento son citadas algunas problemáticas como las germinaciones y el 
desarrollo de esporas de Bacillus y Clostridium como resultado de un tratamiento 
térmico insuficiente; la posible contaminación por toxinas termoestables de S. aureus 
o el desarrollo de cepas termorresistentes de Lactobacillus que causan alteraciones 
físicas del producto (Rodríguez-Montoya, 2003).  
La etapa de re-envasado supone la manipulación adicional del producto y como 
consecuencia la recontaminación puede ocurrir por la aplicación de prácticas de 
higiene inadecuadas. Durante esta etapa es aconsejable el mantenimiento del 
producto a Temperaturas de refrigeración; y es muy frecuente el uso de tratamientos 
de estabilización microbiológica (tratamiento térmico, altas presiones, agentes 
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químicos antibacterianos) que contrarresten las posibles contaminaciones por 
patógenos (Guía de mejoras técnicas disponibles en España del sector cárnico, 2005).  
Por otra parte, el uso de las tecnologías no térmicas constituye una alternativa a los 
tratamientos de conservación tradicionales. Diversos estudios describen la acción 
antimicrobiana de las altas presiones hidrostáticas (Shigehisa y col., 1991; Garriga y 
col., 2002; Ömer y col., 2010); el uso de antimicrobianos naturales como el lactato 
sódico y potásico (Shelef y Potluri, 1995; Eckert y col., 1997; Devlieghere y col., 
2000; Rodríguez y col., 2005) y la acción sinérgica del lactato y el diacetato sódico 
para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en cárnicos (Mbandi y Shelef, 
2002); el uso de bacteriocinas por su efecto sobre Listeria y otras bacterias Gram 
positivas como Enterococcus, Bacillus cereus, Clostridium, S. aureus, entre otros 
(Casaus, 1997) y su aplicación en envases activos para reducir los riesgos de 
contaminación superficial en cárnicos listos para el consumo (Scannell y col., 2000; 
Han, 2005 y Deegan y col., 2006); el uso de envases antimicrobianos biodegradables 
en embutidos tipo bologna, jamón cocido y pastrami (Oauttara y col., 2000); el uso 
del agua oxidante electrolizada (Fabrizio y Cutter, 2005) para reducir L. 
monocytogenes en superficies de salchichas Frankfurt y jamones; de las radiaciones 
ionizantes para cárnicos cocidos envasados (Gil-Díaz, 2009); de radiaciones UV en 
lonchas de jamón RTE, para la inactivación de L. monocytogenes, Salmonella 
enterica serovar Typhimurium y Campylobacter jejuni (Chun y col., 2009); o la 
combinación de varias tecnologías (Garriga y col., 2002; Aymerich y col., 2005; 
Chung y col., 2005; Jofré y col., 2008), entre otras. 
2.4.4. ACONDICIONAMIENTO DE LOS PRODUCTOS CÁRNICOS 
COCIDOS RTE EN ESTABLECIMIENTOS DE RESTAURACIÓN 
Los productos cárnicos cocidos RTE son alimentos muy demandados por el sector de 
la restauración por su facilidad y rapidez de preparación. A continuación la Figura 8 
representa el diagrama de flujo de un proceso de preparación de cárnicos cocidos 
RTE en un establecimiento de restauración: 
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Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de preparación de productos cárnicos cocidos listos para el consumo 
(Elaboración propia) 
Durante esta fase de preparación, la contaminación cruzada es uno de los factores de 
riesgo más habituales. Este suceso puede ocurrir como consecuencia a las 
manipulaciones adicionales a las que se somete el producto; ya sea por su retirada del 
envase original, por las operaciones mecánicas (como el cortado en lonchas) o su re-
envasado para su distribución. El mantenimiento de la higiene garantiza la calidad 
del producto final y en caso contrario se puede producir la exposición del producto 
cárnico cocido a fenómenos de recontaminación por patógenos procedentes de 
ambientes, utensilios, superficies, manipuladores, y otros alimentos, contaminados 
(Cabeza y col., 2010). Numerosos estudios advierten que los cárnicos cocidos RTE 
son muy propensos a la recontaminación por patógenos tras las operaciones de 
cortado, cortado en lonchas, troceado etc., a través del contacto con equipos y 
utensilios de corte contaminados (Vorst y col., 2006a y b; Pérez-Rodríguez y col., 
2007; Sheen y Hwang, 2010; Papadopoulou y col., 2012). 
PREPARACIÓN (CORTADO EN LONCHAS, ETC) 45 MIN  
DISTRIBUCIÓN 
MATERIA PRIMA REFRIGERADA 
PROCEDENTE DE LA INDUSTRIA (4ºC)  
RECEPCIÓN DE LA MATERIA PRIMA  ( 23h) 
ALMACENAMIENTO EN CÁMARAS FRIGORÍFICAS 
EMPLATADO  (30 MIN) 
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Asimismo, el mantenimiento del producto preparado bajo condiciones de 
refrigeración previas al consumo, constituye otra de las medidas de seguridad 
alimentaria de cara a minimizar los riesgos de proliferación de posibles 
microorganismos patógenos. 
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2.5. LEGISLACIÓN APLICABLE Y CRITERIOS 
MICROBIOLÓGICOS  
2.5.1. REAL DECRETO 3484/2000 POR EL QUE SE ESTABLECEN 
LAS NORMAS DE HIGIENE PARA LA ELABORACIÓN, DISTRIBUCIÓN 
Y COMERCIO DE COMIDAS PREPARADAS  
El Real Decreto 3484/2000, representa la legislación española de aplicación para los 
platos de comidas preparadas principalmente en el sector de la restauración 
colectiva, cuyo objeto es el de prevenir los riesgos asociados a las prácticas 
inadecuadas durante la manipulación de los alimentos, que puedan influir 
negativamente en su inocuidad.  
Bajo el ámbito de la restauración colectiva, el presente Real Decreto define como 
comida preparada a la «elaboración culinaria resultado de la preparación en crudo o 
del cocinado o del precocinado, de uno o varios productos alimenticios de origen 
animal o vegetal, con o sin la adición de otras sustancias autorizadas y, en su caso, 
condimentada. Podrá presentarse envasada o no y dispuesta para su consumo, bien 
directamente, o bien tras un calentamiento o tratamiento culinario adicional»; 
dirigidas a las colectividades, dígase el «conjunto de consumidores con unas 
características similares que demandan un servicio de comidas preparadas, tales 
como escuela, empresa, hospital, residencia y medio de transporte». 
Actualmente, España no posee una legislación que establezca los criterios 
microbiológicos específicos para platos de ensaladas vegetales. Inicialmente, el 
presente Real Decreto contaba con los apartados 11 y 12 (Capítulo 6) que establecían 
los criterios microbiológicos para diferentes clasificaciones de comidas preparadas 
entre las que se incluían las comidas preparadas envasadas a base de vegetales crudos 
(conocido como grupo D). Como bien se conoce, ambos apartados fueron derogados 
por el actual Real Decreto 135/2010; no obstante no se descarta la posibilidad que 
algunas empresas agroalimentarias aún los utilicen como referencia para el control 
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de la calidad higiénico-sanitaria de sus productos. Por eso consideramos oportuno 
mencionarlos en la siguiente Tabla 9: 
TABLA 9. Criterios microbiológicos estipulados por el RD 3484/2000 aplicables a las ensaladas de IV Gama  
(derogados por el Real Decreto 135/2010) 
Microorganismos Indicadores Día de fabricación Día de caducidad 
Recuento total de AEM 
n=5     c=2 n=5     c=2 
m=10
5
    M=10
6
 m=10
6
    M=10
7
 
Testigo de falta de higiene 
Escherichia coli (E. coli) 
n=5     c=2 
m=10
1
    M=10
2
 
Patógenos 
Salmonella 
n=5     c=0 
Ausencia en 25 g 
L. monocytogenes 
n=5     c=2 
m=10
1
    M=10
2
 
 
2.5.2. REGLAMENTO (CE) 2073/2005 RELATIVO A LOS 
CRITERIOS MICROBIOLÓGICOS APLICABLES A LOS PRODUCTOS 
ALIMENTICIOS 
El Reglamento (CE) 2073/2005 establece los criterios microbiológicos relacionados a 
la aceptabilidad higiénica de algunos productos alimenticios, y procesos de 
producción a nivel comunitario. El siguiente recuadro detalla los criterios afines con 
los productos cárnicos y frutas y hortalizas RTE (Tabla 10): 
 
2.Revisión y Antecedentes 57 
 
Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a 
poblaciones de riesgo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Donde: n = número de unidades que componen la muestra; c = número de unidades de la muestra con valores superiores a m o comprendidos entre m y M;  m = valor umbral del nº de 
bacterias. El resultado se considerará satisfactorio si todas las unidades que componen la muestra tienen un nº de bacterias menor o igual a m; M = valor límite del nº de bacterias. El resultado 
se considerará no satisfactorio si una o más unidades de la muestra tienen un nº de bacterias igual o superior a M. 
(1) Este criterio se aplica si el fabricante puede demostrar, a satisfacción de la autoridad competente, que el producto no superará el límite de 100 ufc/g durante su vida útil. El explotador podrá 
fijar límites intermedios durante el proceso que deberían ser lo suficientemente bajos para garantizar que no se supere el límite de 100 ufc/g al final de la vida útil. 
(2) Este criterio se aplica a los productos antes de que hayan abandonado el control inmediato del explotador de la empresa alimentaria cuando este no pueda demostrar, a satisfacción de la 
autoridad competente, que el producto no superará el límite de 100 ufc/g durante su vida útil. )  
(3) En caso de resultados insatisfactorios, la acción correctora consistirá en mejorar la higiene de la producción y la selección de las materias primas. 
 
TABLA 10. Criterios microbiológicos aplicables a los alimentos listos para el consumo (Reglamento (CE) 2073/2005) 
Criterios de seguridad alimentaria 
Categoría 
de alimento 
Microorganismo, 
toxinas y 
metabolitos 
Plan de 
Muestreo y 
Límites 
Fase en la que se aplica el 
criterio 
Método Analítico 
de referencia 
Alimentos listos para el 
consumo que pueden 
favorecer el desarrollo de 
L. monocytogenes, 
que no sean los 
destinados a los lactantes 
ni para usos médicos 
especiales: 
Listeria 
monocytogenes 
n=5     c=0 
Producto comercializado 
durante su vida útil 
EN/ISO 11290-2 100 ufc/g 
(1)
 
 
n=5     c=0 Antes de que el alimento 
haya dejado el control 
inmediato del explotador de 
la empresa alimentaria que 
lo ha producido 
 
Ausencia en 25g
(2)
 
EN/ISO 11290-1 
Frutas y Hortalizas 
troceadas (listas para el 
consumo) 
Salmonella 
n=5     c=0 
Producto comercializado 
durante su vida    útil 
EN/ISO 6579 
Ausencia en 25 g 
Criterio de higiene de los procesos 
Frutas y Hortalizas 
troceadas (listas para el 
consumo) 
E. coli 
n=5     c=2 
Proceso de elaboración
(3)
 
ISO 16649-1 o 2
 
m=100 ufc/g    
M=1000 ufc/g 
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GUÍAS ORIENTATIVAS  
Las guías orientativas son otras de las herramientas creadas con el propósito de 
instruir acerca de la calidad higiénica y sanitaria de los alimentos. Estas directrices 
no tienen prioridad sobre los criterios microbiológicos establecidos a nivel 
internacional o nacional, pero se elaboran como complemento de las normas legales 
vigentes y se caracterizan por proporcionar indicaciones más detalladas respecto a la 
seguridad microbiológica de los alimentos. A nivel europeo e internacional, se 
reconocen numerosos documentos orientativos, entre las que podemos mencionar:  
 Guidelines for assessing the microbiological safety of ready-to-eat 
foods placed on the market. (Health Protection Agency, UK (HPA, 2009)  
 Guidelines for the microbiological quality of some ready-to-eat foods 
sampled at the point of sale.(Communicable Disease Public Health, 2000) 
 Microbiological guidelines for ready-to-eat-foods. (Center for food 
Safety; Hong Kong, 2007) 
 Guidelines for interpretation of results of microbiological analysis of 
some ready-to eat-foods sampled at point of sale. (Food Safety Authority of 
Ireland, 2001). 
 Guidelines for the microbiological examination of ready-to-eat foods 
(Food Standards Australia-New Zealand (FSANZ, 2001). 
 Microbiological quality guide for ready-to-eat foods. A guide to 
interpreting microbiological results. (NSW Food Authority, 2009). 
A modo de ejemplo utilizaremos las propuestas establecidas en the Guidelines for 
assessing the microbiological safety of ready-to-eat foods placed on the market. De 
forma general la guía enfatiza en la importancia de la seguridad alimentaria y en la 
utilización de los criterios microbiológicos como respaldo a las buenas prácticas de 
higiene y los sistemas de APPCC.  
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La siguiente Tabla 11 detalla los límites microbiológicos establecidos para 
Staphylococcus aureus en alimentos RTE. La guía sugiere que los microorganismos 
como las Enterobacterias, E. coli y Listeria sp (no L. monocytogenes) deben ser 
considerados indicadores de higiene de determinados alimentos RTE, no obstante 
indica que los límites orientados para Enterobacterias no deben ser aplicados a frutas 
frescas, ensaladas vegetales u otros tipos de alimentos que los contengan como 
ingredientes, ya que constituyen la flora normal de estos alimentos. 
(1)
En caso de resultados insatisfactorios los alimentos se consideran potencialmente peligrosos y por tanto no son 
aptos para el consumo. Acciones sugeridas: Revisar inmediatamente la manipulación de alimentos, así como el 
control del tiempo y la Temperatura. Investigar las muestras de alimentos, del ambiente de preparación de los 
alimentos y los manipuladores de alimentos. 
(2) Acciones sugeridas: Revisar la manipulación y el control del procesado, especialmente si existe posibilidad de 
crecimiento de Staphylococcus durante la  manipulación. Considerar la investigación de toma de muestra de 
alimentos, del ambiente de preparación de los alimentos y los manipuladores de alimentos. 
Para el caso de E. coli, expone los siguientes límites microbiológicos (Tabla 12): 
(1)Acciones sugeridas: Revisar los procedimientos de cocción, y todos los procesos de higiene incluyendo la 
limpieza. Investigar muestras de alimentos y monitorización ambiental de los ambientes de preparación de 
alimentos. 
(2)Acciones sugeridas: Revisar los procedimientos de cocción, y todos los procesos de higiene incluyendo la 
limpieza. Considerar el muestreo de alimentos y monitorización ambiental de los ambientes de preparación de 
alimentos. Las acciones deben ser proporcionales a los niveles de contaminación. 
 
TABLA 11.Límites microbiológicos e interpretación de S. aureus en alimentos RTE 
Peligro 
Resultado 
(ufc/g) 
Categoría de 
riesgo 
microbiológico 
Interpretación Causa probable 
S. aureus y otros 
Staphylococcus 
coagulasa-positivo 
>10
4 
Alto Insatisfactorio
(1)
 
Inadecuada 
manipulación y 
control de la 
Temperatura 
desde 20 a 
≤10
4
 
Moderado Límite
(2)
 
Inadecuada 
manipulación y 
control de la 
Temperatura 
<20 Bajo satisfactorio --- 
TABLA 12. Límites microbiológicos e interpretación de E. coli en alimentos RTE.  
Resultados Interpretación Causas probables 
>10
2
 ufc/g Insatisfactorio
(1)
 
Donde las causas probables de mayor contaminación están 
dadas por la falta de higiene en caso de alimentos cocidos, 
contaminación cruzada a partir de alimentos crudos 
especialmente los cárnicos, por los manipuladores de 
alimentos o superficies de contacto con los alimentos, así 
como por el control inadecuado del tiempo y la Temperatura. 
desde 20 a 
≤10
2 
ufc/g 
Límite
(2)
 
<20 ufc/g Satisfactorios 
60 Legislaciones y Criterios microbiológicos  
 
Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad 
microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a poblaciones de riesgo 
 
Asimismo, puntualizan que los límites microbiológicos para AEM deben ser 
evaluados en alimentos de vida útil extendida que requieran de refrigeración y estén 
envasados en atmosfera modificada o al vacío. En este caso tenemos a algunos 
cárnicos, así como las frutas y vegetales de IV Gama, etc. (Tabla 13): 
TABLA 13. Límites  microbiológicos establecidos para AEM en alimentos RTE 
Resultados (ufc/g) 
Satisfactorio Límite Insatisfactorio 
<10
6 
10
6
<10
8 ≥10
8(1) 
(1)
Se debe determinar el microorganismo predominante. Es insatisfactorio, si es >10
6 
ufc/g para 
hongos;  >10
7
 ufc/g para Bacillus Gram negativos o Bacillus spp; >10
8
 ufc/g para bacterias acido 
lácticas 
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2.6. CALIDAD HIGIÉNICO-SANITARIA Y SEGURIDAD 
MICROBIOLÓGICA DE LOS PLATOS PREPARADOS RTE 
2.6.1. PRINCIPALES GRUPOS MICROBIANOS QUE INFLUYEN 
SOBRE LA CALIDAD HIGIÉNICO-SANITARIA DE LOS ALIMENTOS  
Como se ha puntualizado anteriormente, durante toda la cadena de producción y 
consumo existe una constante exposición de los alimentos a las contaminaciones 
microbianas. De modo que el control de la calidad higiénico-sanitaria de los 
alimentos constituye otras de las medidas de seguridad alimentaria en vista a 
minimizar la incidencia de toxiinfecciones alimentarias.  
Indudablemente para los establecimientos de restauración colectiva, el hecho de 
controlar la calidad higiénico-sanitaria de los platos preparados listos para el 
consumo permite evaluar las condiciones de salubridad bajo las cuales se llevó a cabo 
el proceso de preparación del producto, determinar los principales factores de riesgos 
y gestionar a tiempo las medidas más eficaces para reducir la contaminación por 
parte de microorganismos alterantes y patógenos.  
Los microorganismos indicadores constituyen un grupo o especies microbianas que 
ponen de manifiesto las deficiencias en la calidad higiénico-sanitaria de un alimento. 
De hecho, los niveles elevados conducen al deterioro de los alimentos y a la 
consecuente reducción de su vida comercial; y probablemente estén relacionados 
con la presencia de microorganismos patógenos. 
Según la Comisión Internacional de Especificaciones Microbiológicas para Alimentos 
(ICMSF), los microorganismos indicadores no ofrecen un riesgo directo para la salud 
humana; entre ellos se hallan los microorganismos mesófilos, termófilos, 
psicrótrofos, los hongos y levaduras, coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF), 
enterococos, Enterobacterias y E. coli (Silva, 2007). 
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A continuación se detallan algunos de los microorganismos considerados indicadores 
de calidad higiénico-sanitaria de los alimentos: 
2.6.1.1. MICROORGANISMOS AEROBIOS MESÓFILOS 
Las especies que conforman este grupo son muy heterogéneas y se incluyen todas las 
bacterias, mohos y levaduras que crezcan bajo condiciones de aerobiosis. Por tanto la 
determinación de microorganismos aerobios mesófilos (AEM), indica las condiciones 
sanitarias de los alimentos durante la etapa de manipulación (Ray, 2004).  
Los alimentos RTE (excepto los alimentos fermentados, quesos y otros derivados 
lácteos, etc.) con niveles significativos de AEM no deben ser considerados aptos para 
el consumo aún cuando los microorganismos no se hayan identificado como 
patógenos o no se aprecien cambios en las características organolépticas. 
Generalmente, la contaminación se produce como consecuencia a la utilización de 
materias primas contaminadas o tratamientos sanitarios insatisfactorios así como por 
condiciones inadecuadas de tiempo y Temperatura de almacenamiento (Campos-
Díaz, 2000; Caballero-Torres, 2008). La presencia de AEM en alimentos frescos 
demuestra la efectividad de los procedimientos sanitarios durante las etapas de 
procesado, manipulación y antes del almacenamiento (Ray, 2004). 
En general, los niveles elevados suponen un mayor riesgo de contaminación por 
patógenos. Varios autores coinciden en que los valores  recomendables para el caso 
de los alimentos RTE deben ser <5 log ufc/g (Solberg y col., 1990; Shapton y 
Shapton, 1991; Jay, 1996). Sin embargo, los estudios demuestran que en ocasiones los 
niveles de contaminación por AEM superan este criterio en determinados alimentos. 
Por ejemplo, Azanza (2004) y Seng y Badji (1993) detectaron recuentos ≥5 log ufc/g 
en productos cárnicos cocidos de cerdo y pollo; mientras que Ayçiçek y col. (2004)  
determinaron niveles de hasta 7,4 log ufc/g en vegetales para ensaladas.  
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2.6.1.2. BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 
Las Bacterias Ácido Lácticas (BAL), son bacterias que comprenden un grupo amplio 
de microorganismos con características morfológicas, metabólicas y fisiológicas 
comunes. Los géneros más comunes son Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 
Lactobacillus y Lactococcus, etc (ParraHuertas, 2010). 
En la industria alimentaria tienen múltiples utilidades como cultivos iniciadores en 
la fabricación de quesos, yogures, carnes fermentadas, etc; además por su acción 
antimicrobiana. Varios estudios resaltan su papel en la bioconservación de los 
alimentos a partir de la inhibición del crecimiento de microorganismos causantes del 
deterioro como Leuconostoc mesenteroides o Brochothrix thermosphacta, 
(Vermeiren y col., 2006) o de patógenos (Holzapfel y col., 1995; Bredholt y col., 
1999; Özkaya y col., 2007). En los productos cárnicos, representan la flora 
predominante alcanzando niveles entre 89 log ufc/g e intervienen en los procesos 
de maduración (Hammes y col, 1990). Las especies más comunes son Lactobacillus 
sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. pentosus, Pediococcus acidilactici y P. 
pentasaceus (Geisen y col., 1992).  
A pesar de su función protectora, éstos son capaces de producir metabolitos finales 
que conllevan al deterioro del alimento y por tanto al acortamiento de su vida útil, 
cuando son sometidos a determinadas condiciones, entre las que se citan las 
Temperaturas de almacenamiento, la composición del alimento y los métodos de 
envasado (Borch y col., 1996). Así, el deterioro causado por el crecimiento de BAL se 
manifiesta en cambios indeseables en el olor, sabor, color y producción de gases. 
Algunos estudios han presenciado estos cambios en los productos cárnicos envasados 
al vacío, en atmósfera modificada, etc. (Samelis y col., 2000; Cayré y col., 2003; 
Nychas y col., 2008). 
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2.6.1.3. ENTEROBACTERIAS 
Las Enterobacterias se consideran microorganismos indicadores de calidad higiénica 
y entre ellas se destaca E. coli como indicador de contaminación fecal. 
Generalmente, la presencia de estos microorganismos en alimentos RTE está 
estrechamente vinculada con la aplicación de prácticas de manipulación 
inadecuadas, procesos de cocción ineficientes, contaminación cruzada, inadecuada 
higiene personal de los manipuladores y de los equipos y superficies de trabajo e 
inadecuado control del tiempo y la Temperatura de almacenamiento (Brum, 2004).  
Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacterias mayoritariamente Gram 
negativas, aerobias o anaerobias facultativas, no esporuladas, móviles o inmóviles, 
fermentadoras de la glucosa y reductoras del nitrato a nitrito. Dentro del grupo se 
incluyen los géneros Salmonella sp, Shigella sp, Yersinia sp (patógenos intestinales 
en el humano), Edwarsiella sp, Hafnia sp, Proteus sp, Providencia sp, Morganella sp, 
Erwinia sp, Escherichia sp, Enterobacter sp, Citrobacter sp, Serratia sp y Klebsiella 
sp. La gran mayoría de ellos son productores de endotoxinas y exotoxinas 
termolábiles y/o termoestables, destacándose los géneros Shigella sp y E. coli sp, por 
su producción de verotoxinas o toxinas shiga, reconocidas por su alta morbilidad y 
letalidad para el humano. Asimismo, se consideran responsables del 30-35% de los 
casos de septicemias producidas en el humano, de mas del 70% de todas las 
infecciones del tracto urinario, así como de numerosas infecciones intestinales (Díaz-
Campos, 2000). 
Las toxiinfecciones alimentarias producidas por las bacterias de la familia 
Enterobacteriaceae se vinculan a un amplio grupo de alimentos. Por ejemplo, se les 
asocia con productos cárnicos procesados (Al-Mutairi y col., 2011); con fórmulas 
alimenticias para lactantes (Gurtler y col., 2005; Shaker y col., 2007); y con ensaladas 
mixtas, vegetales crudos, leche, productos lácteos, entre otros, entre los que se han 
visto implicados los género Shigella sp, Escherichia sp, etc. (Warren y col., 2006). 
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2.6.1.4. COLIFORMES TOTALES Y FECALES  
Bajo la denominación de coliformes se agrupan principalmente los géneros 
Escherichia sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp, entre otras 
enterobacterias. Éstos son bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos, 
no esporulados, cuya Temperatura óptima de crecimiento es de 35ºC 
aproximadamente. Forman parte del grupo de microorganismos indicadores de 
calidad higiénico-sanitaria de los alimentos ya que involucra a bacterias cuyo hábitat 
natural es el intestino del hombre y de los animales de sangre caliente, así como 
otros microorganismos localizados frecuentemente en el suelo o los vegetales.  
Los coliformes se dividen en coliformes fecales o termotolerantes (CF) y coliformes 
totales (CT) y se diferencian entre ellos porque los CF fermentan la lactosa a 
Temperaturas entre 4445ºC. Dentro del grupo, incluye principalmente a E. coli 
(más del 90%) junto a ciertas especies de Klebsiella y Citrobacter. Los coliformes se 
consideran el indicador más adecuado de contaminación fecal y en ocasiones son 
hallados en los equipos y utensilios de trabajo como consecuencia a la contaminación 
cruzada, así como en un una amplia variedad de alimentos (pescados, mariscos, 
carnes, leche, alimentos listos para el consumo, etc.), lo cual se traduce como un 
posible riesgo de contaminación por otros patógenos entéricos. 
La contaminación de los alimentos RTE por coliformes, comúnmente se atribuye a 
una contaminación procedente del ambiente, la utilización de prácticas de higiene 
inadecuadas y/o insuficiente control de la Temperatura de almacenamiento. Para el 
caso de los alimentos tratados térmicamente, la presencia de coliformes es indicativa 
de un tratamiento inadecuado o una contaminación post-procesado, puesto que son 
microorganismos termolábiles que se destruyen por la acción del calor (Ray, 2004; 
Montville y Matthew, 2009).  
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2.6.2. ESCHERICHIA COLI 
Escherichia coli es el microorganismo anaerobio facultativo más común en el tracto 
gastrointestinal del hombre y la mayoría de los animales. Se identificó inicialmente 
en 1885 en la flora intestinal de los niños, por un pediatra alemán llamado Theodore 
Escherich, de ahí su nombre. En 1892, Shardinger propuso el uso de E. coli como 
indicador de contaminación fecal, basándose en el predominio del microorganismo 
en las heces animales y humanas, no así en otros ambientes. Además podía ser 
fácilmente detectable por su habilidad de fermentar la lactosa y su aislamiento 
respecto a otros patógenos intestinales. Por lo tanto, la presencia de E. coli en los 
alimentos y el agua fue aceptada como signo manifiesto de la posible presencia de 
patógenos oportunistas.  
La presencia de E. coli en alimentos crudos es considerado un indicador directo o 
indirecto de contaminación fecal (Renata, 2010). La contaminación directa se 
produce durante el procesado de los alimentos crudos de origen animal y debido a 
inadecuadas prácticas de higiene del personal manipulador de los alimentos, como se 
ha mencionado anteriormente, mientras que la contaminación indirecta puede 
ocurrir a través del agua de lavado o las aguas residuales.  
Si bien la mayoría de las cepas de E. coli no son consideradas agentes patógenos, 
algunas sí actúan como patógenos oportunistas causando considerables daños sobre 
todo en personas inmunodeprimidas, niños o ancianos (Gassama y col., 2001). La 
mayoría de las cepas de E. coli provocan enfermedades entéricas en el humano, pero 
éstas se dividen en diferentes tipos patógenos de acuerdo con su virulencia y los 
mecanismos que intervienen en el proceso infeccioso (Donnenberg y Whittam, 
2001; Robins-Browne y Hartland, 2002). Así, se clasifican en 5 grupos principales: E. 
coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli 
Enterohemorrágica (EHEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC) y E. coli 
Enteropatogénica (EPEC) (Bugarel y col., 2011): 
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 ETEC: Las cepas enterotoxigénicas como su nombre lo indica 
producen toxinas termoestables y/o termolábiles que actúan en el intestino 
delgado. Son muy conocidas por producir la diarrea del viajero. Su período 
de incubación oscila entre 844h con una media de 26h y se caracteriza por 
síntomas como nauseas, dolor abdominal moderado y diarrea, tras la 
ingestión de agua y alimentos contaminados. Los serogrupos más comunes 
incluyen O6, O8, O15, O20, O25, O27, O63, O78, O80, O114, O115, 
O128AC, O148, O153, O159 y O167, entre otros (Mossel y col., 2003). 
 EIEC: Producen una enfermedad más grave, a menudo acompañada de 
diarreas sanguinolentas (disentería). Son bacilos inmóviles y la mayoría son 
anaerobias, así como fermentadoras tardías de la lactosa. Los serogrupos 
principales son O28ac, O29, O112, O124, O136, O143, O144, O152, O164 y 
O167.  
 EAEC: Están relacionadas con fenómenos de diarrea profusa en bebés 
y niños. No forman enterotoxinas, pero se diferencian del resto de E. coli por 
un característico patrón de adherencia a las células del epitelio intestinal, 
mediante fimbrias, de forma agregativa en las célula HEp-2 (Caballero-
Torres, 2008; Montville y Matthews, 2009).  
 EHEC: Este serogrupo está implicado con numerosos brotes de 
toxiinfecciones alimentarias en muchos países desarrollados y se caracteriza 
por producir procesos infecciosos que ocasionan complicaciones severas como 
colitis hemorrágica y espasmos abdominales. Además, transcurre con el 
llamado síndrome urémico hemolítico (HUS) y cuadros de púrpura 
trombocitopénica. Estas cepas producen potentes citotoxinas como las toxinas 
shiga (Stx), llamadas así por su relación con la toxina de Shigella dysenteriae, 
y las verotoxinas. Su factor de virulencia está determinado por la producción 
de factores de adherencia, de citotoxinas y enterohemolisinas, y la capacidad 
para transportar hierro y producir lesiones de adherencia y esfacelamiento 
con destrucción de las microvellosidades del epitelio intestinal. Actualmente, 
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el serotipo más peligroso es E. coli O157:H7 y O157:H_ que están muy 
asociados a enfermedades de origen alimentario. Los humanos pueden 
adquirir la enfermedad por el consumo de agua y alimentos contaminados 
(como carne de vacuno, de cerdo y pollo, hamburguesas, vegetales frescos, 
leche etc.), por la trasmisión directa de persona a persona o a partir de 
animales infectados (Meng y Doyle, 1998; Roldán y col., 2007, Caballero-
Torres, 2008). En el año 2010, este serotipo fue responsable de 4,000 casos de 
toxiinfecciones alimentarias en la Unión Europea, lo cual representó un 12% 
más de las producidas en el año 2009; donde los niños de 04 años (1.161 
casos) y de 514 años (>40 casos) fueron los más afectados (EFSA, 2012).  
Sin embargo, a nivel mundial la prevalencia de infecciones por otros 
serogrupos de EHEC no O157, están siendo considerablemente subestimadas. 
Actualmente en el continente europeo, Australia y Latinoamérica, los casos 
por EHEC no O157:H7 son muy frecuentes (Montville y Matthews, 2009); 
prueba de ello fueron los brotes de toxiinfecciones alimentarias notificados en 
Alemania el pasado año, tras el consumo de brotes germinados, pepinos, 
lechuga entre otros vegetales contaminados con E. coli O104:H4; aunque 
previamente su incidencia se notificó en Asia y los Estados Unidos. La 
incidencia de las cepas Enterohemorrágicas varían de un país a otro, por 
ejemplo en Europa los serogrupos más frecuentes además de O157:H_son 
O26, O103, O111, O145 (Mossel y col., 2003). 
 EPEC: Las EPEC se conocen desde 1940, y representan la principal 
causa de diarrea infantil en países desarrollados (Gomes y col., 1989, 1991; 
Nataro y Kaper, 1998). En los Estados Unidos, el primer brote por EPEC se 
notificó en 1971 tras el consumo de quesos contaminados importados desde 
Francia que afectó a más de 300 personas (Marier y col., 1973). Rowe y col. 
(1974) identificaron el serogrupo O158 tras un brote de enteritis en niños 
originado en una guardería. Éstas se caracterizan por producir diarreas 
acuosas que pueden llegar a ser profusas, acompañadas de fiebre, malestar 
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general y vómitos (Levine, 1987); asimismo provocan la destrucción de las 
micro-vellosidades tras su adherencia y esfacelamiento (A/E) a la mucosa 
intestinal (Caballero-Torres, 2008; Montville y Matthews, 2009). El hombre 
es el principal reservorio de EPEC y los serogrupos que más le afectan son 
O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128a y b, O142 y el 
O158. 
En comparación con los rotavirus, las diarreas que producen pueden tener un 
curso más violento (Robin-Browne y col., 1980; Gomes y col., 1989); y 
pueden conllevar a la muerte ya que presentan un índice de mortalidad 
superior al 30% (Levine y Edelman, 1984; Senerwa y col., 1989). Por ejemplo, 
en Brasil, las diarreas son la causa de muerte de 200.000 niños al año, donde 
las EPEC representan una de las principales causas (Gomes y col., 1989, 1991; 
Mangia y col., 1993).  
En la actualidad, los esudios científicos referentes estos a serogrupos 
Enteropatógenos de E. coli en alimentos son escasos. Es por ello, que la actual 
Tesis sirve de base científica para caracterizar el comportamiento de una cepa 
EPEC (E. coli O158:H23) en caldo de cultivo y en lechuga de IV Gama 
(Publicaciones 4 y 5, de la presente Tesis). 
2.6.3. STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
En el sector de la restauración colectiva, S. aureus es considerado un microorganismo 
indicador de higiene durante la manipulación de alimentos. Su repercusión a nivel 
mundial se debe a la producción de enterotoxinas termoestables que se producen 
como consecuencia de su capacidad de crecimiento en una amplia variedad de 
alimentos y supervivencia en determinados ambientes adversos.  
El ser humano es el principal reservorio de S. aureus y su propagación al ambiente y 
los alimentos se produce a partir de las manos, la piel, la boca y las fosas nasales de 
los manipuladores, si bien es cierto que el material de trabajo (cuchillo, tablas de 
corte, etc.), los equipos, o las superficies de trabajo contaminadas, también pueden 
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actuar como vehículos de transmisión de S. aureus hacia los alimentos (Sneed y col., 
2004; Pérez-Rodríguez y col., 2007; DeVita y col., 2007).  
S. aureus es una bacteria Gram positiva, que tiene la habilidad de crecer y producir 
enterotoxinas bajo condiciones muy variadas de Temperatura (748,5ºC), de pH 
(410), de concentraciones de cloruro sódico (NaCl) de hasta un 25%; incluso de 
adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Cebrián y col., 2010).  
La intoxicación en el humano se produce por la ingestión de alimentos contaminados 
con dosis muy bajas (20100ng) de enterotoxinas termoestables (Asao y col., 2003; 
Scherrer y col., 2004) producidas cuando la población estafilocócica se ha 
multiplicado hasta niveles del orden de 6 log ufc/g ó ml (Notermans y Heuvelman, 
1983). La enfermedad cursa con síntomas como vómitos violentos, diarreas profusas, 
dolor abdominal y náuseas (Murray y col., 2002; Prescott y col., 2005), aunque rara 
vez produce la muerte. 
No todas las cepas de S. aureus son capaces de producir enterotoxinas, como sucede 
con las cepas coagulasa negativas, aunque existen excepciones (Mossel y col., 2003). 
Hasta el momento se reconocen 21 tipos de enterotoxinas estafilocócicas (SE) o 
proteínas parecidas a las enterotoxinas (enterotoxin-like-proteins (SEl), aunque la 
mayoría de toxiinfecciones alimentarias están asociadas con las enterotoxinas A y D, 
destacándose la A como la causa más común (Thomas y col., 2006; Cha y col., 2006; 
Schlievert y Case, 2007; Kérouanton y col., 2007; Schelin y col., 2011). Las 
toxiinfecciones alimentarias producidas por enterotoxinas estafilocócicas representan 
en torno al 45% de las acontecidas a nivel mundial (Cunha Neto y col., 2002); y en la 
Unión Europea, en el año 2008 representaron la cuarta causa más común (EFSA, 
2012) ocasionando un total de 5,550 brotes y alrededor de 49,000 personas afectadas. 
Con frecuencia se les asocia con alimentos ricos en proteínas como los productos 
lácteos, pescados y mariscos y los cárnicos que han recibido una extensa 
manipulación (Atanassova y col., 2001; Pepe y col., 2006; Fujikawa y Morozumi, 
2006; Simon y Sanjeev, 2007), combinada con inadecuados tratamientos térmicos y/o 
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inadecuadas Temperaturas de almacenamiento (Le Loir y col., 2003; Smyth y col, 
2004).  
Numerosos autores han hecho referencia a este microorganismo por su capacidad de 
adaptación a diversos ambientes. La presente Tesis expone uno de los pocos estdios 
que evalúa la influencia de las condiciones de pre-incubación en caldo de una cepa 
enterotoxigénica de S.aureus, en su comportamiento posterior en un producto 
cárnico cocido RTE (fiambre de pollo cortado en lonchas) (Publicación 6).  
2.6.4. MICROORGANISMOS PATÓGENOS 
Actualmente se conocen más de 200 enfermedades trasmitidas por los alimentos 
producidas por bacterias, virus, hongos, toxinas, parásitos, protozoos, priones, etc. 
(Mead y col., 1999). En el año 2010, en la Unión Europea se notificaron 5,262 brotes 
de toxiinfecciones alimentarias que afectaron a un total de 43,473 personas. En este 
caso los principales agentes etiológicos fueron las bacterias (50%) seguidas de los 
virus (15%), las toxinas bacterianas (9%), los parásitos (0,6%), entre otros (EFSA, 
2012). A continuación, la Tabla 14 muestra los principales patógenos emergentes que 
se vincularon con los brotes acontecidos: 
TABLA 14. Número de brotes de toxiinfecciones alimentarias relativos a algunos patógenos 
notificados en Europa en el año 2010. 
Agentes etiológicos No. de brotes % 
Salmonella 1,604 30,5 
Campylobacter 470 8,9 
S. aureus enterotoxigénico 274 5,2 
Bacillus cereus 99 1,8 
Clostridium 88 1,7 
Otros agentes bacterianos
(1) 
64 1,1 
E. coli  patogénico 31 0,6 
Total 2,630 50,0 
(1)Incluye los géneros Brucella, Listeria, Shigella  y Yersinia (Elaboración propia y datos tomados de 
EFSA, 2012). 
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2.6.4.1. SALMONELLA 
Los alimentos RTE no deben estar contaminados por Salmonella, porque su ingestión 
es una causa segura de toxiinfecciones alimentarias. Salmonella, es reconocida en 
todo el mundo como uno de los patógenos más comunes causantes de gastroenteritis 
tras el consumo de alimentos contaminados (Wegener y col., 2003; Forshell y 
Wierup, 2006). Dentro del grupo, S. typhimurium y S. enteritidis se identifican 
como los que afectan con mayor frecuencia al humanos (Prendergast y col., 2008; 
Fashae y col., 2010; Hendriksen y col., 2011). La enfermedad se caracteriza por un 
cuadro agudo de fiebre, dolor abdominal, nauseas y vómitos. Las principales vías de 
trasmisión son a través del consumo de carne de pollo y las carnes rojas 
contaminadas, leche y sus derivados, frutas, vegetales, huevos, etc. (Caballero-
Torres, 2008); producto a la cocción inadecuada de los alimentos, a un periodo de 
enfriamiento lento, al mantenimiento prolongado a Temperatura ambiente, al 
insuficiente recalentamiento y la contaminación cruzada. Asimismo, los 
manipuladores enfermos o portadores asintomáticos pueden producir contaminación 
por Salmonella en alimentos (Campos-Díaz, 2000; Borowsky y col., 2007). En la 
Unión Europea, se notificaron 99,020 casos en humanos en el año 2010 (EFSA, 
2012). En los Estados Unidos, se estima que cada año enfermen por salmonelosis 
alrededor de 1,4 millones de personas (OMS, 2005) y según Majowicz y col. (2010), 
en Asia son responsables de alrededor de 37,600 muertes anuales. 
2.6.4.2. BACILLUS CEREUS  
Bacillus cereus, es una bacteria Gram positiva, que se encuentra ampliamente 
distribuido en la naturaleza. Las esporas de B. cereus no muestran una resistencia 
especial al calor, pero poseen una resistencia elevada frente a algunos métodos de 
conservación como las radiaciones y las desinfecciones. La intoxicación se produce 
tras la ingestión de alimentos contaminados en los que el microorganismo ha sido 
capaz de crecer y alcanzar niveles >5 log ufc/g (Tallent y col., 2001) y de sintetizar 
dos tipos de enterotoxinas (diarréica y emética) que producen síndromes como 
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náuseas y vómitos repentinos, diarreas y dolores abdominales (menos frecuentes), 
muy similares a los que producen las intoxicaciones por S. aureus o por Clostridium 
(Tauxe, 2000). Los procedimientos inadecuados de higiene y elaboración de los 
alimentos; y los tratamientos de cocción o almacenamiento indebidos, convierten a 
este microorganismo en un peligro potencial para la salud humana (Tallent y col., 
2001). La incidencia de B. cereus en alimentos es muy amplia, aunque es muy 
frecuente su aislamiento de  productos como las cremas, postres, productos cárnicos, 
vegetales, así como de la leche y productos lácteos y cereales o alimentos ricos en 
almidón (Downes y Ito, 2001; Lindback y col., 2004; Granum, 2005). 
2.6.4.3. LISTERIA MONOCYTOGENES  
Listeria monocytogenes, es un microorganismo psicrotrofo capaz de crecer 
rápidamente a Temperaturas de refrigeración en alimentos contaminados (Koseki e 
Isobe, 2005) y crece en un amplio rango de Temperaturas, pH y aw. Es responsable de 
infecciones oportunistas y se incluyen a las embarazadas, a los bebés y los ancianos 
como la población de riesgo. Los principales síntomas son meningitis, encefalitis, 
bacteriemias o abortos. La mortalidad en adultos es elevada pudiendo llegar a situarse 
en torno al 33-62% (Nollas, 2002). En la Unión Europea se notificaron 1,601 casos en 
humanos en 2010 (EFSA, 2012), mientras que en Estados Unidos este 
microorganismo es responsable de alrededor de 2,500 enfermos y 500 muertes cada 
año (CDC, 2003). Debido a su naturaleza ubicua, L. monocytogenes se ha aislado de 
alimentos RTE como quesos fabricados con leche cruda, pescado frío ahumado, 
productos cárnicos fermentados, ensaladas preparadas (Ray, 2004) y en ambientes de 
elaboración, procesado y almacenamiento de alimentos (Miettinen y col., 1999; 
Samelis y Metaxopoulos, 1999; Kabuki y col., 2004). 
2.6.4.4. CAMPYLOBACTER 
Las bacterias del género Campylobacter sp se relacionan frecuentemente con 
numerosos casos de gastroenteritis, especialmente en niños, donde C. jejuni es una 
de las especies comúnmente asociadas con las enfermedades en el humano, seguida 
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por C. coli y C. lari. La sintomatología consiste en la aparición de diarreas desde 
acuosas hasta sanguinolentas, dolor abdominal, fiebre y dolor de cabeza. Una de las 
vías principales de trasmisión son los alimentos crudos o mal cocinados, o mediante 
la contaminación cruzada de los alimentos provocada por el uso de tablas de corte, 
cuchillos y otros utensilios de cocina (Gill y Harris, 1984). La carne de pollo es uno 
de los alimentos más implicados, aunque también se han evidenciado en leche cruda 
y productos lácteos, pescados, vegetales frescos etc. En el año 2008, en la Unión 
Europea, se notificaron un total de 212.064 casos de Campilobacteriosis en humanos 
(EFSA, 2010). 
2.6.4.5. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS  
La contaminación por C. perfringens se produce por el mantenimiento prolongado 
de los alimentos a Temperaturas de abuso, o bajo períodos de enfriamientos muy 
lentos que tienen lugar tras finalizar un tratamiento de cocción (Campos-Díaz, 
2000). En ocasiones se utiliza como indicador de higiene durante la manipulación de 
los alimentos, debido a la presencia de esporas en el suelo y polvo (Pascual-
Anderson, 1989). Los alimentos implicados en los brotes de toxiinfecciones 
alimentarias por C. perfringens, incluyen los cárnicos RTE o parcialmente cocidos, 
los productos cárnicos de aves de corral (Golden y col., 2009), las carnes 
recalentadas, empanadas, salsas, pasta de pescado, pollo etc. y de modo muy especial, 
los platos precocinados y las carnes asadas (Campos-Díaz, 2000). 
2.6.5. CALIDAD HIGIÉNICO-SANITARIA DE LOS PLATOS 
PREPARADOS RTE  
El análisis microbiológico de los alimentos listos para el consumo representa una 
medida de evaluación de los procedimientos de higiene y de manipulación de los 
alimentos en las etapas previas a su consumo, que a su vez sirve de ayuda para 
identificar y corregir los posibles factores de riesgos de contaminación microbiana. 
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Cada año, se notifican un número considerable de toxiinfecciones alimentarias 
procedentes de los hogares (Gorman y col., 2002; Scott, 2003) y los establecimientos 
de restauración (Gilliespie y col., 2000; Michino y Outsuki, 2000; Brasil, 2005; 
Meldrum y col., 2009a) en todo el mundo. Sin embargo, el sector de la restauración 
colectiva puede estar mayormente implicado, en parte por los grandes y variados 
volúmenes alimentos que preparan diariamente y por los posibles factores de riesgo 
de contaminación microbiana que pueden que se vinculan a las etapas de 
preparación y servicio de alimentos. Según un informe aportado por EFSA (2012), de 
los brotes acontecidos en Europa en el año 2010, más del 40% de las notificaciones 
estuvieron asociadas con los establecimientos de restauración colectiva. Además, 
desde el punto de vista de la salud pública es un sector que merece especial atención 
teniendo en cuenta que brinda sus servicios a un grupo muy heterogéneo de 
consumidores.  
Sobre esta base, numerosos autores han evaluado la calidad higiénico-sanitaria de los 
platos preparados en los establecimientos de restauración colectiva, y especialmente 
de aquellos alimentos que se destinan a sectores de población más susceptible. 
Algunos de ellos ponen de manifiesto los recuentos elevados de AEM (>5 log cfu/g), 
CT (>3 log cfu/g), S. aureus coagulasa positivos (>3 log cfu/g) o presencia de 
patógenos como E. coli O157:H7, B. cereus y Cronobacter sakazakii en platos 
preparados a base de vegetales, pescados, arroces, huevos, legumbres y postres (Tessi 
y col., 2002; Santana y col., 2009; Rabbi y col., 2011; Ryu y col., 2011).  
Otros estudios realizados a nivel nacional proceden en muchas ocasiones de 
organismos de salud pública dependientes de las distintas Comunidades Autónomas. 
Pérez-Silva y col. (1998) compararon la calidad higiénico-sanitaria de los platos 
preparados (pastas, arroces y alimentos compuestos por huevo) en varios comedores 
colectivos de Madrid. En el estudio detectaron que los alimentos servidos en los 
comedores, presentaban mayores niveles de contaminación por AEM (48,9%), 
mientras que en las guarderías (42,9%) y residencias geriátricas (46,2%) 
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predominaron los microorganismos indicadores de higiene como E. coli, S. aureus y 
C. perfringens. Asimismo, detectaron la presencia de microorganismos psicrótrofos 
en todas las muestras, probablemente debido a deficiencias en los periodos de 
almacenamiento. Por su parte, Arrans y col. (2002), analizaron 319 muestras de 
platos preparados en diferentes hoteles, restaurantes y bares de Andalucía. Los 
resultados revelaron que el 87,5% del total demuestras analizadas estuvieron 
contaminadas por Enterobacterias, el 62,8% por AEM y el 29,3% por patógenos 
como C. perfringens (18,2%) y Salmonella (2,3%); donde las ensaladas (48%), el 
arroz/pasta (41%) y las frituras/asados (36%) fueron los platos preparados más 
contaminados. Pedregal y col. (2002) evaluaron la calidad higiénico-sanitaria de los 
platos preparados (36 muestras) en 90 comedores colectivos de la provincia de 
Albacete. Los resultados evidenciaron un porcentaje elevado de muestras 
contaminadas (88,9%) que se correspondieron con los platos calientes (85,2%) y los 
platos fríos (100%), con microorganismos como AEM (80,5%), Enterobacterias 
(61%), microorganismos psicrótrofos (100% de los platos servidos en frío) y 
coliformes (11%). E. coli y C. perfringens se aislaron de los platos servidos en 
caliente, mientras que >20% de las muestras de los platos fríos estuvieron 
contaminadas con S. aureus.  
2.6.5.1. CALIDAD HIGIÉNICO-SANITARIA DE LOS PLATOS DE 
ENSALADA RTE  
En cuanto a las ensaladas vegetales de IV Gama, debido a su vínculo con un número 
considerable de brotes, son reconocidas como unos de los principales vehículos de 
patógenos entéricos (Little y Gillespie, 2008), lo cual justifica su estudio desde el 
punto de vista de la seguridad alimentaria. En la Tabla 15, se muestran diferentes 
brotes de toxiinfecciones alimentarias ocurridos Europa y Estados Unidos, 
relacionados con el consumo de ensaladas de lechuga u otros vegetales 
contaminados. De entre los estudios realizados a nivel de restauración colectiva, 
podemos destacar el de Martínez-Tomé y col. (2000), quienes determinaron la 
calidad higiénico-sanitaria de las ensaladas vegetales preparadas y servidas en varios 
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comedores escolares españoles. Los platos de ensaladas listos para el consumo, 
presentaron niveles de microorganismos psicrótrofos entre 2,53,8 log ufc/g, y de 
Enterobacterias <2 log ufc/g. También analizaron por separado las muestras de 
lechuga, tomate y zanahoria, para comprobar los procedimientos de higiene y de 
desinfección de los ingredientes antes de su combinación final y detectaron un 
predominio de  Enterobacterias y de AEM con niveles >5 log ufc/g. Como 
conclusión, enfatizaron en la importancia de la formación del personal manipulador, 
las medidas adecuadas de higiene y de desinfección y las prácticas de manipulación, 
sobre las características microbiológicas de los platos de ensalada. Otro estudio de 
Abadias y col. (2008) evaluó la calidad higiénico-sanitaria de diferentes vegetales 
frescos, frutas y vegetales mínimamente procesados, y de brotes, procedentes de 
varios establecimientos de venta al detalle de la provincia de Cataluña, durante los 
años 20052006. Los resultados indicaron que entre los vegetales frescos cortados 
para ensaladas, las zanahorias ralladas, la rúcula y las espinacas presentaron los 
niveles de contaminación más altos en ese mismo orden, por AEM (7,47,8 log 
ufc/g), mohos y levaduras (entre 5,26,1 log ufc/g), BAL (entre 45,9 log ufc/g) y 
Enterobacterias (entre 5,36,2 log ufc/g) y le siguieron las endivias y las lechugas con 
aunque con niveles de contaminación más bajos. Otros estudios han indicado la 
presencia de patógenos como Salmonella o L. monocytogenes en vegetales frescos y 
de IV Gama, aunque la prevalencia suele ser baja (14%) (De Giusti y col., 2010; 
Oliveira y col. 2011).  
2.6.5.2. CALIDAD HIGIÉNICO-SANITARIA DE LOS PLATOS DE CÁRNICOS 
COCIDOS RTE  
Los productos cárnicos cocidos RTE son alimentos potencialmente vulnerables a la 
contaminación microbiana (Matagaras y col., 2003). Pese a recibir tratamientos 
térmicos durante el procesado, están sujetos a determinadas prácticas de 
manipulación durante la etapa de preparación en los establecimientos de 
restauración o venta que influyen de manera significativa en la recontaminación del 
producto; causa por la cual es muy probable el deterioro y/o la vehiculación de 
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patógenos emergentes (Papadopoulou y col., 2012). Una de las principales causas de 
deterioro de productos envasados en anaerobiosis es el crecimiento de BAL. Las BAL 
se caracterizan por crecer en alimentos refrigerados y el deterioro se manifiesta a 
través de la alteración física, sensorial (agriado, viscosidad, exudación etc.) y la 
producción de gases que con frecuencia producen el abombamiento del envase antes 
de la fecha de caducidad del producto (Devlieghere y col., 2000). La literatura 
científica se refiere a los géneros Lactobacillus sakei y Leuconostoc mesenteroides sp 
mesenteroides como los principales responsables de la alteración del jamón cocido 
almacenado a 4 y 12ºC , debido a la recontaminación del producto durante el cortado 
en lonchas (Samelis y col., 1998). La contaminación cruzada entre las cárnicos crudos 
y cocidos, también se describe como una de las causas que conlleva al deterioro del 
producto por BAL. Björkroth y col. (1998) realizaron un estudio en una industria de 
procesado cárnico y determinaron que la carne cruda fue el origen de contaminación 
del jamón cocido, con un predominio de Leuconostoc carnosum como 
microorganismo alterante.  
Así, las toxiinfecciones alimentarias asociadas a productos cárnicos cocidos RTE 
están producidas fundamentalmente por Salmonella, S. aureus (Todd, 1997; Little y 
Louvois, 1998; Roberts y col., 1998; Kohl y Farley, 2000;), Cl. perfringens, B. cereus 
y B. subtilis (Kramer y Gilbert, 1989; Regan y col., 1995). Del mismo modo merecen 
especial atención los patógenos psicrótrofos (como L. monocytogenes, Yersinia 
enterocolítica etc.) por desarrollarse en los productos cárnicos envasados al vacío 
(Rodríguez-Pérez y col., 2003; Elson y col., 2004; Garrido y col., 2009; Pérez-
Rodríguez y col., 2010). A modo de ejemplo, en la Tabla 16, se exponen algunos de 
los brotes notificados durante los últimos años, en diferentes países de Europa y 
América en industrias y establecimientos de restauración colectiva.  
Los estudios mencionados concluyen que los problemas estructurales de los 
establecimientos evaluados (como la falta de espacio en las cocinas), la inadecuada 
manipulación y conservación de los alimentos, las prácticas inadecuadas de higiene y 
de desinfección, así como la necesidad de formación de los manipuladores en materia 
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de higiene, fueron los factores de riesgo que influyeron en mayor medida sobre la 
contaminación de los alimentos.  
A pesar de todo lo descrito anteriormente, cabe señalar que en España existen un 
número reducido de estudios con base científica sobre evaluación microbiológica de 
los platos preparados en el sector de la restauración colectiva. Así, se disponen de 
pocos estudios que brinden una información pormenorizada sobre calidad 
alimentaria, y que a la vez puntualicen sobre la situación actual del sector de la 
restauración en materia de seguridad alimentaria. Los estudios realizados a través de 
la presente Tesis, permitieron evaluar exhaustivamente los procedimientos 
higiénicos y sanitarios llevados a cabo en diferentes establecimientos hospitalarios, 
escolares y geriátricos de la comunidad de Andalucía, con el objeto de identificar las 
principales problemáticas y la repercusión de éstas en la calidad higiénico-sanitaria 
de platos preparados (Publicaciones 1, 2 y 3, de la presente Tesis). 
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TABLA 15. Brotes de toxiinfecciones alimentarias notificados en Europa y los Estados Unidos por el consumo de vegetales RTE (continúa en la página 
siguiente). 
Año Vehículo 
Microorganismo 
involucrado 
Lugar 
País 
afectado 
No. 
Casos 
Referencia 
2012 Lechuga romana E. coli O157:H7 
Red de 
establecimientos 
de venta al detalle 
Estados 
Unidos 
58 
Centro de Control y Prevención de 
enfermedades (CDC,2012) 
2011 
 
semillas germinadas 
o brotes 
E. coli O104:H4 Múltiples lugares 
12 países 
europeos y 
Alemania  
3,910 
Boletín Semanal Epidemiológico 
(2011) 
2011 Lechuga romana E. coli O157:H7 
Red de 
establecimientos 
de venta al detalle 
Estados 
Unidos 
60 CDC (2011) 
2011 Albahaca fresca Shigella sonnei --* Noruega 46 Guzman-Herrador (2011) 
2010 Lechuga 
E. coli 
enterotoxigénica y 
Norovirus 
Empresas de 
catering 
Dinamarca 260 Ethelberg y col. (2010) 
2010 Lechuga E. coli O145 
Comedores 
institucionales 
Estados 
Unidos 
12 Schreck (2010) 
2007 
Lechuga 
contaminada cortada 
y pre-envasada 
E. coli  O157 
Industria de 
procesado 
Holanda, 
Islandia 
50 Friesema y col (2008) 
2007 Brotes de alfalfa Salmonella stanley Hogares Suecia 51 Werner y col (2007) 
2006 
Lechuga romana 
troceada 
E. coli O145 
Industria de 
procesado 
Estados 
Unidos 
26 CDC (2010) 
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*Datos no disponibles 
 
2005 
Ensalada de lechuga 
(iceberg) 
E. coli O157 VT2 -- 
Noruega, 
Suecia 
>120 
Soderström y col. 
(2005) 
2005 Ensalada de lechuga 
Salmonella 
typhimurium DT104 
-- Reino Unido 96 
Health Protection 
Agency (HPA, 2005) 
2005 
Ensalada de lechuga 
(iceberg) 
Salmonella 
typhimurium DT104 
Comedores 
institucionales 
Finlandia y 
Suecia 
>60 Takkinen y col (2005) 
2004 
Ensalada de lechuga 
(rúcula) 
Salmonella 
thompson 
-- 
Dinamarca, 
Noruega, 
Suecia 
100 Nygard y col (2007) 
2004 Ensalada de lechuga Salmonella newport -- 
Reino Unido, 
Islas de Man 
375 HPA (2004) 
2004 Lechuga iceberg 
Yersinia 
pseudotuberculosis 
O:3 
Cafeterías Finlandia 47 Nuorti y col. (2004) 
2003 Ensalada de lechuga 
Salmonella 
braenderup 
-- Reino Unido 40 HPA (2003) 
2002 
Ensalada de lechuga 
con  condimentos 
frescos 
Clysclospora 
cayetanensis 
Restaurantes Alemania 34 Döller y col. (2002) 
2002 Ensalada de pepinos 
E. coli O157 PT34 
VT2 
-- 
Francia, 
Reino Unido 
21 Duffell y col. (2003) 
2001 Ensalada de lechuga Virus Hepatitis A -- Suecia 54 Nygard y col. (2001) 
2001 
Ensalada de lechuga 
(iceberg) 
Salmonella newport 
PT 33 
-- Reino Unido 19 Ward y col. (2002) 
2001 Ensalada de lechuga 
Salmonella 
typhimurium DT104 
-- Reino Unido 361 Horby y col. (2003) 
1996 Mezclas de lechuga E. coli O157:H7 -- 
Estados 
Unidos 
-- Hilborn y col. (1999) 
1994 
Ensalada de lechuga 
(iceberg) 
Shigella sonnei Hogares 
Reino Unido, 
Noruega 
-- Kapperud y col. (1995) 
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*Datos no disponibles; () Muertes notificadas 
TABLA 16.  Brotes de toxiinfecciones alimentarias notificados en Europa y América por el consumo de 
productos cárnicos RTE 
Año Vehículo 
Microorganism
o involucrado 
Entorno 
implicado 
País afectado 
No. 
Casos 
Referencia 
2011 
Carne de pavo 
molido 
SalmonellaHeid
elberg 
-- 
Estados 
Unidos (32 
estados) 
77 CDC,2011 
2009 
Salami y 
cárnicos listos 
para el 
consumo 
Salmonella 
montevideo 
-- 
Estados 
Unidos (varios 
estados) 
272 CDC,2010 
2009 
Cárnicos 
cocidos 
E. coli O157 
Comedores 
escolares 
Wales 
(Inglaterra) 
150 
Meldrum y 
col. (2009b) 
2008 --* 
L. 
monocytogenes 
Sala de corte 
(industria de 
procesado 
cárnico) 
Canadá 
(22 
anciano) 
Canadian 
Food 
Inspection 
Agency 
(CFIA, 2009). 
2006 
Carne de 
cerdo lista 
para el 
consumo 
Yersinia 
enterocolítica 
O:9 
-- Noruega 11 
Grahek-
Ogden (2007) 
2006 
Salchichas 
fermentadas 
E. coli 
O103:H25 
-- Noruega 17 
Sekse y col. 
(2009) 
2005 
Carne de res 
molida 
E. coli O157:H7 -- Francia 69 EFSA (2006) 
2002 
Productos 
cárnicos de 
pavo 
L. 
monocytogenes 
Industria 
procesado 
Estados 
Unidos (varios 
estados) 
54 
Gottlieb y col. 
(2006) 
2001 Carne cocida E. coli Carnicería Reino Unido 30 
Rajpura y col. 
(2003) 
-- 
Mezcla de 
albóndigas 
con col 
E. coli O157 -- -- 13 
Meng y col. 
(2001) 
-- 
Carne de res 
molida 
E. coli O157 -- -- 732 (4) 
Meng y col. 
(2001) 
2000 
Jamón y carne 
de res en 
conserva 
L. 
monocytogenes 
-- 
Nueva 
Zelanda 
28 
Gilbert y col. 
(2009) 
2000 
Lonchas de 
pavo 
procesado 
L. 
monocytogenes 
Industria de 
procesado 
Estados 
Unidos (varios 
estados) 
11 
Olsen y col. 
(2005) 
1996 Carne cocida E. coli -- Escocia 496 (20) 
Pennington 
(1998) 
1997 Jamón S. aureus -- Florida 30 CDC,1997 
1966-
1995 
Carne de 
cecina 
S. aureus y 
Salmonella sp. 
Industria de 
procesado 
Nuevo México 250 
Millicent y 
col.(2000) 
1988 
Empanadas 
pre-cocidas de 
carne  
E. coli 
Cafetería 
escolar 
Estados 
Unidos 
32 
Belongia y 
col. (1991) 
1985 
Salchichas de 
pavo 
L. 
monocytogenes 
-- 
Estados 
Unidos 
-- 
Buncic y 
Avery (2004) 
1985 
Carne de 
pavo, carne de 
pollo,  en salsa 
S. aureus 
Picnic 
 
Nuevo México 855 CDC,1986 
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2.7. MICROBIOLOGÍA PREDICTIVA  
La necesidad de garantizar una alimentación sana y la incapacidad de los métodos 
convencionales para asegurar de forma eficiente la seguridad microbiológica de los 
alimentos, han sido unas las razones de peso por las que se han desarrollado nuevas 
estrategias y perspectivas en el ámbito de la seguridad alimentaria. Entre ellas, el 
Análisis del Riesgo Microbiológico y el uso de la Microbiología Predictiva 
desempeñan un papel muy importante.  
El Análisis del Riesgo Microbiológico (ARM) se realiza sobre la base de tres aspectos 
fundamentales como la Evaluación de riesgos, la Gestión de riesgos y la 
Comunicación de riesgos cuyo objetivo primordial es el de garantizar la protección 
de la salud pública (Codex Alimentarius, 1999): 
 Evaluación del riesgo: es un proceso iterativo de carácter científico que 
consiste en el desarrollo de cuatro etapas: Identificación del Peligro, 
Caracterización del Peligro, Evaluación de la Exposición y 
Caracterización del Riesgo. 
 Gestión del riesgo: es el proceso de selección de alternativas en 
función de los resultados obtenidos en la Evaluación del Riesgo, y en 
su caso, de implementación de medidas o acciones correctoras. 
 Comunicación del riesgo: es el proceso interactivo de intercambio de 
información y opiniones concernientes a la gestión del riesgo entre 
diferentes asesores de riesgo, gestores, consumidores y otros partidos 
interesados. 
Concretamente, la Evaluación del Riesgo es el elemento clave dentro del ARM para 
asegurar el empleo de conocimientos científicos sólidos a efectos de establecer 
normas, directrices y otras recomendaciones en relación con la inocuidad 
alimentaria. Lo que se traduce, en la estimación del riesgo microbiológico asociado al 
consumo de productos alimenticios que puedan conducir a la aparición de 
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toxiinfecciones alimentarias, a través del examen de datos cuantitativos y el uso de 
información científica. En un sistema tan complejo como el de la producción y el 
consumo de alimentos, son muchos los factores que están involucrados con el riesgo 
de contaminación microbiana y en ocasiones la información disponible de alguno de 
ellos es escasa. Por tanto, para una gestión efectiva de la seguridad alimentaria es 
necesario examinar dichos factores de forma exhaustiva. En al marco de trabajo de la 
Evaluación cuantitativa del riesgo microbiológico (ECRM), la Microbiología 
Predictiva (MP) ocupa un lugar muy importante en el desarrollo de modelos 
matemáticos que permiten estimar la frecuencia de consumo de alimentos 
contaminados, el número de bacterias presentes en un alimento o la probabilidad de 
contraer una enfermedad basada en un grupo de factores de riesgo, etc. 
2.7.1. APLICACIONES DE LA MICROBIOLOGÍA  
La MP de alimentos se puede definir como «el conocimiento detallado de las 
respuestas de crecimiento de los microorganismos presentes en los alimentos frente a 
los factores medioambientales que les afectan. Si la ecología microbiana de una 
operación de procesado o un producto alimentario son conocidos durante la 
distribución o almacenamiento, la supervivencia y/o crecimiento de un 
microorganismo de interés puede ser estimado, en base a una relación matemática 
entre la velocidad de crecimiento microbiana y las condiciones medioambientales. 
Esto significa que se puede estimar la calidad y seguridad alimentaria monitorizando 
las condiciones de almacenamiento (Temperatura, atmósfera gaseosa, etc.), o las 
propiedades intrínsecas del alimento (aw, valor de pH, etc.) y posteriormente, 
aplicando una base de modelos predictivos» (McMeekin y col., 1993). 
La MP tiene una amplia lista de aplicaciones en el contexto industrial, sin embargo 
pueden ser resumidas en tres grupos fundamentales (Membré y Lambert, 2008):  
1. Innovación de alimentos: La MP permite evaluar la velocidad de crecimiento 
microbiano, los límites de crecimiento/o tasa de inactivación asociada con la 
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formulación de un alimento concreto, así como con unas determinadas 
condiciones de procesado, con el fin de desarrollar nuevos productos y procesos, 
reformular productos existentes y optimizar las condiciones de almacenamiento 
y vida útil; 
2. Ayuda en la toma de decisiones durante la fabricación de un alimento: Permite 
apoyar las medidas de seguridad alimentaria que deben ser tomadas en el 
momento de aplicar o ejecutar una operación de fabricación de un producto, 
como el establecimiento de los Puntos de Control Críticos (PCC) en un sistema 
de APPCC, el diseño de tratamientos térmicos durante el procesado, la 
evaluación de la repercusión de las desviaciones de un proceso, en materia de 
seguridad alimentaria y calidad de los productos alimenticios; 
3. Asistencia en alertas alimentarias: Estimar la repercusión sobre la seguridad del 
consumidor o la calidad del producto en caso de problemas con los productos 
comercializados. 
Un ejemplo claro de aplicación práctica de la MP en una industria alimentaria se 
expone a continuación en la Figura 9. Concretamente, el estudio pretende estimar la 
probabilidad de crecimiento de B. cereus en alimentos procesados. Para ello 
considera los diferentes escenarios: producción industrial, distribución/venta; 
almacenamiento en el hogar; así como los factores de riesgos vinculados a cada 
escenario, en este caso: la Temperatura de procesado y los tiempos/Temperaturas 
(t/T) de almacenamiento post-procesado; y finalmente estima la repercusión de éstos 
sobre el comportamiento microbiano  y producción de esporas de B. cereus: 
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Figura 9. Aplicación práctica de la MP en la estimación de la probabilidad de crecimiento de B. 
cereus en alimentos procesado. Tomado de Membré y Lambert (2008).  
2.7.2. DISEÑO EXPERIMENTAL  
La evaluación de la repercusión de los factores ambientales sobre el comportamiento 
de los microorganismos trasmitidos por los alimentos es la primera fuente de datos 
para el desarrollo de modelos predictivos. Para diseñar un experimento es 
importante considerar la influencia de más de un factor y la descripción exacta de la 
interacción entre los factores. Desafortunadamente, en ocasiones en el modelado del 
crecimiento bacteriano en alimentos, el diseño no se tiene en cuenta o solo se usa 
como un hábito, en lugar del propósito específico del experimento. Precisamente, 
unas de las ventajas de un diseño experimental es extraer la información deseada 
(por ejemplo, las interacciones entre factores) y evitar el exceso de trabajo (Rasch, 
2002). Algunos autores sugieren que los investigadores deben estar conscientes del 
Concentración bacteriana en la materia prima 
Tratamiento térmico Resistencia bacteriana al calor 
Prevalencia y concentración bacteriana en alimentos procesados 
 
Tiempo previo a la 
distribución (Transporte 
+ almacenamiento) 
Tiempo en establecimientos 
de venta (mercados, 
supermercados, etc) 
Comportamiento de las 
esporas supervivientes al 
tratamiento térmico, bajo 
Temperaturas de 
refrigeración 
Temperatura de 
refrigeración previa a la 
distribución 
Temperatura de refrigeración 
en los establecimientos de 
venta 
Tiempo de almacenamiento 
doméstico 
Temperatura de almacenamiento 
doméstico 
Probabilidad de crecimiento (log N > 5 log) frente al tratamiento térmico y la vida útil 
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diseño experimental a utilizar con el fin de evitar extrapolaciones (Baranyi y col., 
1996; Masana y Baranyi, 2000a; Pin y col., 2000). 
En el diseño de un modelo predictivo es preciso tener en cuenta su finalidad. Éste 
será distinto en el caso que se quiera estimar cuantitativamente un parámetro de 
crecimiento microbiano en función de ciertos factores ambientales, o bien cuando se 
desarrolle un modelo de Probabilidad donde se quiera estudiar el comportamiento 
microbiano de forma cualitativa. 
En un estudio de validación en un alimento en concreto, el diseño se realizará acorde 
con la representatividad de los datos bajo condiciones reales o el tiempo de análisis 
empleado. Para ello es imprescindible realizar ensayos preliminares que determinen 
ciertos factores (como la Temperatura, el pH, la actividad de agua (aw), etc.) que se 
quieran emplear y que sean realmente significativos. Lógicamente al aumentar el 
número de factores en el modelo y los niveles empleados de cada uno de ellos, el 
diseño va a resultar más complejo (Devlieghere y col., 2000).  
2.7.3. GENERACIÓN DE DATOS  
La acumulación de datos debe basarse en la optimización del número de datos y del 
coste empleado en la obtención de cada uno de ellos.  
En el caso de los modelos de crecimiento e inactivación, es necesario recopilar datos 
durante todo el periodo de crecimiento/inactivación del microorganismo y casi 
siempre se necesitan alrededor de cien curvas para que el modelo sea significativo 
(McDonald y Sun, 1999). Gibson y col. (1987) recomendaron la necesidad de recoger 
al menos entre 10 y 15 puntos por curva de crecimiento/inactivación, estableciendo 
un óptimo de 20 puntos. Un número menor de 10 puntos por curva, supone que el 
ajuste no sea lo suficientemente representativo y por tanto aumente la incertidumbre 
de los datos.  
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Actualmente existen distintos métodos de acumulación de datos: los métodos 
tradicionales y los métodos rápidos.  
2.7.3.1. MÉTODOS TRADICIONALES DE GENERACIÓN DE DATOS 
El método tradicional más utilizado para la monitorización del crecimiento de una 
población bacteriana es el recuento en placa, sin embargo tiene los inconvenientes 
que los datos pueden ser subestimados por la presencia de agregados microbianos en 
forma de cadenas o grupos; y es un método lento, laborioso y no proporciona 
resultados de forma inmediata. Este hecho dificulta la elaboración de modelos 
predictivos, especialmente cuando se requiere un gran número de datos.  
Los modelos predictivos generados a partir de caldo de cultivo se desarrollan a partir 
de la modificación artificial del medio (adición de conservantes como los ácidos 
orgánicos, NaCl, nitrito de sodio, etc., o la reducción de los niveles de pH con la 
adición de HCl) y la inoculación con un microorganismo específico, cuyo 
crecimiento o supervivencia se controla durante un cierto periodo de tiempo. 
Actualmente, son muchos los estudios publicados que siguen este tipo de 
metodología (Ross y McMeekin, 1994; Sutherland y col., 1994; Ratkowsky y Ross, 
1995; Sutherland y col., 1995; Ross y col., 2003; Zurera-Cosano y col., 2004; 
Lindqvist, 2006; Valero y col., 2009). 
Cuando se trata de matrices alimentarias, se realiza lo que se denomina un ‘estudio 
de desafío’, definido como un «método para evaluar el comportamiento microbiano 
en el que se inocula un microorganismo determinado en un alimento específico y se 
comprueba si el alimento permite o no el crecimiento o supervivencia microbiana 
bajo un conjunto limitado de condiciones». Seguidamente se explica en detalle el 
procedimiento experimental para llevar a cabo un estudio de desafío general; 
evidentemente este tipo de método tiene muchas variantes y usos de acuerdo con sus 
objetivos finales, no obstante la intención es la de resumir los pasos más genéricos: 
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Los estudios de desafío microbiológicos se utilizan en la MP para evaluar el 
comportamiento de una cepa en particular o una mezcla de diferentes cepas, para 
posteriormente calcular y predecir el comportamiento microbiano como 
consecuencia de una contaminación inicial del alimento y unas determinadas 
condiciones ambientales; así como para determinar la vida útil potencial de ciertos 
alimentos que se almacenan bajo refrigeración o a Temperatura ambiente. Estos 
estudios son apropiados o útiles y deben hacerse sobre del conocimiento previo de 
determinados factores relativos al alimento que pueden hacer posible el crecimiento 
y/o supervivencia microorganismos tanto patógenos como responsables del deterioro 
o el conocimiento previo del producto. Existen diferentes guías y documentos que 
proporcionan más información sobre la metodología que hay que llevar a cabo para 
diseñar un estudio de desafío (FDA, 2009). 
2.7.3.2. MÉTODOS RÁPIDOS DE GENERACIÓN DE DATOS 
Los métodos rápidos de monitorización del crecimiento bacteriano son muy 
utilizados en el campo de la MP como una alternativa para simplificar la detección 
microbiana. Entre éstos se destacan la turbidimetría, citometría de flujo, la 
microscopía y análisis de imágenes; y los métodos electroquímicos (impedancia y 
conductancia).  
En comparación con el recuento en placa, la turbidimetría y la impedancia son 
métodos automatizados que permiten realizar un elevado número de experimentos, 
mientras que la citometría de flujo y la microscopía brindan información adicional 
sobre el estado  fisiológico celular (Rasch, 2004).  
2.7.3.2.1. TURBIDIMETRÍA 
La turbidimetría es un método establecido para estudiar el crecimiento bacteriano a 
partir de medidas de Absorbancia (ABS) o de Densidad Óptica (OD) (Begot y col., 
1996). La técnica se fundamenta en la capacidad que tienen las células bacterianas 
suspendidas en un medio líquido transparente, de absorber y dispersar un haz de luz 
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incidente, que depende de su concentración en el medio, su tamaño, forma, de la 
longitud de onda e índice de refracción. Consecuentemente al crecimiento celular se 
produce un incremento de turbidez de la suspensión y por tanto ocurre un 
incremento de la OD. 
Este método constituye una técnica rápida, fiable, no destructiva, económica y 
relativamente fácil de automatizar; a la vez que permite el seguimiento simultáneo 
de un gran número de muestras (Begot y col., 1996; Barco-Alcalá y col., 2000 y 
Dalgaard y Koutsoumanis, 2001). Sin embargo, sus desventajas se deben a su baja 
sensibilidad (la concentración celular mínima detectable es 5-6 log ufc/ml) y a la 
relación no directamente proporcional entre las medidas de OD y los recuentos en 
placa cuando las concentraciones celulares son elevadas (Valero, 2006).  
El Bioscreen C® es un espectrofotómetro utilizado para obtener las  mediciones de 
OD de forma automatizada. Mediante este equipo se realizan múltiples mediciones 
(hasta 200 pocillos) a intervalos de tiempos específicos, manteniendo una 
Temperatura de incubación constante. Sin embargo, el uso de las mediciones de OD 
para modelar el crecimiento bacteriano tiene sus limitaciones, probablemente la 
linealidad sea uno de los inconvenientes más importantes. En este sentido es muy 
aconsejable la utilización de la ecuación de Beer-Lambert (Ecuación 1): 
 
Donde, Iincidente  es la intensidad de luz que incide en el medio, mientras que Itransmitida 
es la intensidad de luz que sale del medio; x es una constante que depende del medio 
y del microorganismo, c es la concentración microbiana, e I es la distancia que 
recorre la luz a través del medio. Otro de los aspectos a tener en cuenta cuando se 
utilizan las mediciones de OD es que los límites de detección son relativamente altos 
y con frecuencia se sitúan por encima de los 6 log ufc/ml, lo que significa que el 
modelo de crecimiento debería estar basado en un nivel de inóculo inicial elevado. 
Ec.1 
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Su imposibilidad para diferenciar entre las células vivas y muertas influye en su 
aplicación en los modelos de crecimiento.  
En la literatura científica son muy frecuentes los modelos predictivos basados en 
datos de OD, pese a las limitaciones que se mencionan, en los que se estima max para 
diferentes microorganismos y condiciones ambientales; puesto que este parámetro 
solamente expresa una tasa de cambio con respecto al tiempo (Dalgaard y col., 1994; 
Begot y col., 1996; Augustin y col., 1999; Zurera-Cosano y col., 2006). Sin embargo, 
existen algunos autores que consideran que los modelos que se basan en datos de OD 
pueden subestimar la max y por tanto sugieren otro tipo de enfoque, estimando este 
parámetro mediante el uso del tiempo de detección (td) (Lindqvist, 2006; Lianou y 
Koutsoumanis, 2011). La ecuación 2, utilizada por Cuppers y Smelt (1993) y Lianou y 
Koutsoumanis (2011), permite estimar la max a partir de los datos del td. 
  Ec.2 
donde NI  es el nivel de inóculo, como resultado a las diferentes diluciones decimales 
del nivel de inóculo inicial, max es la tasa máxima de crecimiento y k es una 
constante de regresión. 
Por otra parte las curvas de calibración que relacionan la OD y la concentración 
bacteriana son muy utilizadas para obtener estimaciones fiables de los parámetros 
cinéticos y constituyen una alternativa sobre el uso directo de los datos de OD. Las 
ecuaciones de calibración estimadas a partir de los datos experimentales se utilizan 
para transformar los datos de OD en datos de recuento para determinar los 
parámetros cinéticos (Dalgaard y Koutsoumanis, 2001). Es muy importante tener 
presente que las curvas de calibración deben realizarse en correspondencia con una 
condición específica de crecimiento, puesto que la aplicación de un estrés ambiental 
durante el crecimiento puede afectar las mediciones de OD (Valero, 2006). 
Para el caso de los modelos predictivos de crecimiento/no crecimiento (C/NC), los 
datos de OD no constituyen un inconveniente, justamente porque solo consideran si 
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existe o no crecimiento. Experimentalmente, el crecimiento se traduce en el registro 
de un cambio significativo de los datos de OD. 
En la Publicación 4 de la presente Tesis, la turbidimetría fue el método utilizado para 
la determinación a tiempo real el crecimiento de 4 cepas enteropatógenas de E. coli 
(O55:H6; O59:H21; O158:H23; O157:H7), en función de diferentes factores 
medioambientales (nivel de inóculo inicial, Temperatura, pH y aw). Los resultados 
obtenidos sirvieron de base para comparar el comportamiento entre las cepas y 
seleccionar la más resistente.  
2.7.3.2.2. MÉTODO DE CITOMETRÍA DE FLUJO 
La citometría de flujo es otra técnica rápida para mediciones de células individuales 
en suspensión. Las mediciones se producen cuando cientos de células confinadas en 
un fluido pasan por una ventana de medición, que mide con elevada precisión varios 
parámetros simultáneamente por segundo (Vives-Rego y col., 2000). La dispersión de 
la luz permite determinar el tamaño, forma e integridad de las células, mientras que 
las mediciones de fluorescencia comprueban el estado fisiológico y el contenido 
celular mediante un tinte fluorescente (Walberg y col., 1997). Varios estudios 
señalan la adecuada correlación entre la determinación microbiana que realiza el 
método, con los métodos de recuento en placa (Sorensen y Jakobsen, 1997; Endo y 
col., 2001; Holm y col., 2004).  
2.7.3.2.3. MÉTODO DE MICROSCOPÍA Y ANÁLISIS DE IMAGEN  
La microscopía es otro método que está ganando interés y se combina con el uso de 
programas de análisis de imágenes que permiten que el método sea más accesible. 
Posee ventajas en comparación con las técnicas de recuento en placa y las basadas en 
datos de OD; al observar directamente la presencia de microorganismos en matrices 
alimentarias y medios de cultivo. Asimismo, permiten obtener recuentos más bajos y 
por tanto una mejor exactitud y presición en los resultados. Este método determina 
el estado fisiológico de las bacterias en superficies basado en las propiedades 
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bioquímicas de las células y el uso de fluorocromos específicos (Bredholt y col., 
1999).  
2.7.3.2.4. MÉTODOS ELECTROQUÍMICOS: IMPEDANCIA Y CONDUCTANCIA 
Estos métodos se fundamentan sobre la base que la conductividad de un medio de 
crecimiento aumenta, con el incremento bacteriano debido a la producción de 
moléculas orgánicas debilmente cargadas (Rasch, 2004). Sus ventajas se deben a la 
determinación del nivel bacteriano de un medio de crecimiento y de los alimentos, a 
través de los métodos de Conductancia y Capacitancia (Lanzanova y col., 1993; 
Noble, 1999; Koutsoumanis y Nychas, 2000); o a la obtención de parámetros 
cinéticos y la determinación del td mediante los datos de Impedancia (McMeekin y 
col., 1993).  
2.7.4. MODELOS MATEMÁTICOS 
Los modelos matemáticos se utilizan sobre la base de dos aspectos principales (Ross y 
McMeekin, 1994; Nakashima y col., 2000): 
1. Predecir la probabilidad de ocurrencia de un evento en un periodo de 
tiempo conocido y para ello se aplican los modelos probabilísticos.  
2. Representar el aumento o la disminución de una población microbiana 
de interés, mediante el uso de los modelos cinéticos.  
Los modelos matemáticos pueden ser de tipo empíricos, que describen un conjunto 
de datos mediante una relación matemática conveniente; y Mecanicistas que 
facilitan la interpretación de los parámetros del modelo en términos de fenómenos y 
procesos conocidos (McMeekin y col., 1993). 
No obstante, para una mejor compresión y con la perspectiva de elaboración de 
modelos, se propuso clasificarlos en tres niveles Whiting y Buchanan (1993):  
1. modelos Primarios: Son los modelos que describen el comportamiento 
de la población microbiana en función del tiempo; 
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2. modelos Secundarios: Son los que relacionan y describen los 
parámetros obtenidos en los modelos Primarios frente a un determinado 
conjunto de factores ambientales; 
3. modelos Terciarios: Son los programas informáticos utilizados para 
integrar los modelos Primarios y Secundarios.  
2.7.4.1. MODELOS PRIMARIOS 
Describen la cinética de un proceso con el menor número de parámetros posibles, 
tratando de definir con precisión las fases crecimiento, de supervivencia o de 
inactivación de una población microbiana en un medio o alimento en concreto. 
Se aplican a un conjunto de datos microbiológicos de la siguiente manera: 
 En una primera etapa, se selecciona un modelo matemático que se 
adecúe a la tendencia de los datos, es decir, cómo la concentración 
microbiana varía en el tiempo. 
 En una segunda etapa, dicho modelo se ajusta a los datos 
microbiológicos mediante regresión (lineal o no-lineal) y como consecuencia, 
se obtienen un conjunto de parámetros cinéticos como: lag (se le denomina 
lag cuando se corresponde a un proceso de crecimiento u “hombro” cuando se 
corresponde a un proceso de inactivación), max/tasa de inactivación (ti); 
tamaño inicial (N0) y densidad máxima de la población (Nmax). El conjunto de 
datos utilizados para ajustar el modelo supuestamente se obtienen bajo 
determinadas condiciones intrínsecas (pH, aw, acidez, contenido de sales) o 
condiciones extrínsecas (Temperaturas, gases, etc.). Por esta razón los 
parámetros cinéticos obtenidos tras el ajuste del modelo solamente se aplican 
dentro del dominio perteneciente a los factores intrínsecos y extrínsecos que 
caracterizan el conjunto de datos. 
Los modelos Primarios se dividen: 
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 modelos cinéticos de crecimiento. 
 modelos de supervivencia/inactivación.  
2.7.4.1.1. MODELOS CINÉTICOS DE CRECIMIENTO  
Los modelos cinéticos de crecimiento estudian la evolución microbiana en un medio 
determinado en función de los factores que los afecten. A través de los datos 
obtenidos se predice lo que sucederá durante la etapa de almacenamiento. Estos 
modelos son particularmente útiles cuando se desea predecir el cambio de un 
parámetro cinético de crecimiento en función del tiempo, de una forma cuantitativa. 
Los parámetros que se miden en un evento de crecimiento microbiano son: 
 Densidad máxima de población (Nmax, log ufc/g): consiste en la 
determinación del nivel máximo que puede alcanzar una población 
microbiana bajo unas determinadas condiciones. Obviamente, cuanto más 
favorables sean las condiciones para el crecimiento, mayor será el nivel 
microbiano;  
 Tasa máxima de crecimiento (μmax, h): es la velocidad de crecimiento 
microbiana/unidad de tiempo. Está relacionada de forma inversa con el 
tiempo de generación (tg). Ésta será mayor cuanto más favorables sean las 
condiciones para el crecimiento microbiano; 
 Tiempo de adaptación o latencia (lag o λ, h): se refiere al tiempo que 
necesita la población microbiana para adaptarse al medio. Consiste en la 
determinación del tiempo transcurrido desde la colonización microbiana 
hasta que comienzan a multiplicarse. La fase de adaptación microbiana será 
menor cuanto más favorables sean las condiciones para el crecimiento 
microbiano;  
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 Concentración del inóculo inicial (N0, log ufc/g): se corresponde con la 
concentración inicial de inóculo, que puede ser expresada  también en log 
ufc/ml. 
Para una mejor comprensión, a continuación se representan las diferentes fases de 
una curva sigmoidal de un evento de crecimiento microbiano: 
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Figura10. Parámetros de una curva de crecimiento microbiano. 
El primer libro dedicado exclusivamente al campo de la MP (McMeekin y col., 1993) 
ofrece una amplia y excelente revisión y discusión de las ecuaciones clásicas que se 
utilizan para describir el crecimiento sigmoidal, entre las que se destacan las 
ecuaciones Logísticas modificadas y de Gompertz. Dichos modelos fueron 
introducidos por Gibson y col. en 1987 y desde entonces han sido las más utilizadas 
para ajustar los datos de crecimiento ya que estas funciones pueden ofrecer un ajuste 
razonablemente bueno a datos experimentales de crecimiento microbiano. 
En los últimos años se ha desarrollado una nueva generación de modelos cinéticos de 
crecimiento microbiano con un carácter de tipo mecanicista. Entre ellos se 
encuentran el modelo de Baranyi (Baranyi y col., 1993; Baranyi y Roberts, 1994), el 
modelo de Hills (Hills y Wright, 1994; Hills y Mackey, 1995), el modelo de 
Buchanan (Buchanan y col., 1997) o el modelo de McKellar (McKellar, 1997). 
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2.7.4.1.1.1. MODELO DE BARANYI  
El modelo de Baranyi y Roberts (1994) es uno de los modelos ampliamente utilizado. 
Fue introducido en la MP en los estudios realizados por Baranyi y col. (1993) y 
Baranyi y Roberts (1994, 1995). Se utiliza para ajustar los datos de crecimiento 
microbiano frente al tiempo a través del software DMFit (DMFit, Institute of 
Research, Norwich, UK). Dicho software puede descargarse gratuitamente a través 
de la dirección web: http://www.ifr.ac.uk/safety/DMFit/default.html. 
El modelo de Baranyi y Roberts (1994), fue empleado en las Publicaciones 4 y 6 de la 
presente Tesis, para determinar los parámetros cinéticos de crecimiento de E. coli 
sometido a diferentes condiciones, en caldo de cultivo y de una cepa estresada de S 
aureus, en un producto cárnico cocido mantenido a 20ºC. 
Este tipo de modelo asume que durante la fase lag, las células necesitan sintetizar un 
sustrato q fundamental para el crecimiento y una vez que se adapten al nuevo 
ambiente, existe un crecimiento exponencial limitado por las condiciones del medio 
de cultivo (Ecuación 3). 
 
Donde, x es el número de células a tiempo t, xmax  es la densidad máxima celular y q 
(t) es la concentración del sustrato limitante que varía con el tiempo. El parámetro m 
caracteriza la curvatura antes de la fase estacionaria. Cuando m = 1 la función se 
reduce a una curva Logística que a menudo se asume como una simplificación del 
modelo (Ecuación 4): 
 
 
El valor inicial de q (q0) es una medida del estado fisiológico de las células. Una 
transformación más estable de q0 puede ser definida tal y como indica la ecuación 5: 
Ec.3 
Ec.4 
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Finalmente, el modelo tiene cuatro parámetros: x0  (cantidad inicial de células); h0; 
xmax; y max. Donde el parámetro h0  se describe como una interpretación del primer 
periodo de latencia (lag) formalizado por Robinson y col. (1998), quienes 
consideraron que éste se correspondía con el “trabajo” que deben realizar las células 
para adaptarse a un nuevo entorno antes de iniciar el crecimiento exponencial (max) 
y dependía del tipo de microorganismo, las condiciones ambientales y la velocidad a 
la que realiza el trabajo.  
2.7.4.1.1.2. MODELO DE HILLS 
Hills y Wright (1994) y Hills y Mackey (1995) desarrollaron una teoría acerca de la 
disposición espacial de las bacterias en un sistema heterogéneo, en la que describen 
el transporte de nutrientes mediante la combinación de un modelo cinético celular 
estructurado con las ecuaciones de reacción-difusión.  
2.7.4.1.1.3. MODELO DE BUCHANAN 
Buchanan y col. (1997) desarrollaron un modelo Primario que tiene el cuenta el 
comportamiento de las células individuales como un de poblaciones bacterianas. Se 
trata de un modelo Lineal de tres fases que describe o divide la curva de crecimiento 
en tres fases: fase de adaptación. Durante la fase de adaptación, se asume que no 
existe división celular porque las células se están adaptando al nuevo entorno. Por 
este motivo la tasa específica de crecimiento es igual a 0 ( = 0). Una vez adaptadas, 
las células comienzan a crecer hasta una velocidad que es máxima para el 
microorganismo en un ambiente determinado. Durante la fase exponencial se asume 
que tasa específica de crecimiento es una constante ( = k), donde la población 
celular aumenta logarítmicamente linealmente respecto al tiempo. Una vez 
alcanzada la fase estacionaria no hay incremento de la población celular y  vuelve a 
ser 0 ( = 0).  
      Ec.5 
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2.7.4.1.1.4. MODELO DE MCKELLAR 
Es un modelo empírico creado por McKellar (1997) y asume que el crecimiento de la 
población microbiana se inicia gracias a un incremento de una fracción pequeña de 
la población total de células, que se encuentran presentes en un medio de cultivo a 
tiempo t = 0. El modelo se basa en la teoría de que las poblaciones microbianas son 
heterogéneas más que homogéneas, existiendo por tanto dos poblaciones 
microbianas con comportamientos diferentes; la suma de las dos poblaciones 
efectivamente describe la transición de la fase de latencia a la exponencial y define 
un nuevo parámetro G0, que es la población inicial capaz de crecer.  
A modo general, en la actualidad no es posible definir un modelo de crecimiento 
como el más apropiado para representar el crecimiento microbiano (McKellar y Lu, 
2004). Según plantea Garthright (1997), un modelo Lineal de tres fases puede ser 
suficiente para representar con precisión los parámetros fundamentales de 
crecimiento. Sin embargo, es preciso desarrollar modelos de crecimiento más 
complejos y más realistas (modelos más mecanicistas) con lo cual sería conveniente 
una mejor comprensión del comportamiento celular a nivel fisiológico. En la 
literatura científica, los estudios confirman la acción del estrés térmico, osmótico, 
ácido, etc., sobre el estado fisiológico de las células microbianas y la influencia sobre 
la fase lag. Los estudios recientes sobre S. aureus señalan que las células estresadas 
son capaces de adaptarse y crecer exponencialmente si las condiciones 
medioambientales son favorables para su desarrollo (Rode y col., 2007; Ingham y 
col., 2009). El presente trabajo de Tesis comprende un estudio que evalúa el 
comportamiento y la producción de enterotoxina A, de una cepa estresada de S. 
aureus enterotoxigénico, en fiambre de pechuga de pollo almacenada a 10 y 20ºC. El 
estudio aporta los datos suficientes y destaca la importancia del estrés causado por las 
condiciones de preincubación en caldo en el comportamiento posterior de la cepa 
en el producto cárnico cocido (Publicación 6). 
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2.7.4.1.2. MODELOS DE SUPERVIVENCIA E INACTIVACIÓN MICROBIANA 
Históricamente la inactivación microbiana por tratamientos térmicos u otras 
tecnologías se describieron usando la cinética de primer orden. Sin embargo, con 
frecuencia son observadas las curvas con “hombro o cola” y desviaciones 
significativas de la linealidad, lo cual demanda el desarrollo de modelos más 
complejos (Zwietering y col., 1990; Cole y col., 1993; Peleg y Cole, 1998). En la 
Figura 11, se representan los modelos actuales más usados para describir la 
supervivencia/inactivación de los microorganismos patógenos en alimentos: 
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Figura 11. Modelos más utilizados para la descripción de la supervivencia/inactivación de patógenos en alimentos. 
2.7.4.1.2.1. MODELO LINEAL  
El modelo Lineal clásico asume que la inactivación es explicada por una simple 
reacción cinética de primer orden bajo condiciones isotérmicas (Ecuación 6): 
 
donde St es la tasa de supervivencia (Nt/N0) y k´ es la velocidad constante. Cuando el 
número de células supervivientes disminuye exponencialmente se utiliza la ecuación 
7:  
                                                                                                                     Ec.7 
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   Ec.6 
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Y si se expresa en log se obtiene la siguiente ecuación: 
 
donde k = k´/ln10. El valor D se refiere al tiempo de reducción decimal. El valor D = 
1/k, donde k es la pendiente. Los valores de D también se pueden expresar como 
muestra la ecuación 9: 
 
donde el logaritmo de los valores de D se representa respecto a las Temperaturas 
correspondientes. El inverso de la pendiente es igual al valor z, que representa el 
aumento de Temperatura que se requiere para obtener una reducción de 1 log en 
valor D. La velocidad constante también puede relacionarse con la Temperatura por 
la ecuación de Arrhenius (Ecuación 10): 
     Ec.10 
donde Ea  es la energía de inactivación, R es la constante universal de gases y T es la 
Temperatura en grados Kelvin. 
En la actualidad se conoce un amplio trabajo sobre la determinación de los valores de 
D y z para la mayoría de los patógenos, tanto en caldo como en matrices alimentarias 
(Mazzota, 2001; Murphy y col., 2002; Van Asselt y Zwietering, 2006). 
2.7.4.1.2.2. MODELO DE HOMBRO Y COLA/ MODELO DE WEIBULL 
Aunque en la actualidad es aplicado el concepto de muerte logarítmica, también las 
curvas no lineales han sido estudiadas durante muchos años. Las curvas no lineales 
son las curvas que muestran una región “hombro” al inicio y/o una región “cola” al 
final de la curva de inactivación. Las posibles explicaciones de este comportamiento 
se relacionan con la variabilidad microbiana a un proceso térmico,  el uso de cultivos 
mixtos, la aglutinación, el efecto protector de las células muertas, los mecanismos de 
   Ec.8 
   Ec.9 
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choque múltiple, distribución natural de sensibilización al calor o la adaptación al 
calor (Stringer y col., 2000). 
Este tipo de modelo asume que las células no solo existen como organismos vivos o 
muertos, sino que también pueden experimentar varios grados de lesiones o daños 
subletales  dando lugar a aparentes curvas no lineales de supervivencia (Stringer y 
col., 2000). Así pues, los modelos de supervivencia deben incluir una compresión 
más completa de los eventos moleculares que mantienen la resistencia microbiana al 
medio ambiente. Como la heterogeneidad es la razón más plausible para la 
observación de curvas no lineales, a menudo se sugiere el uso de distribuciones como 
Gamma (Takumi y col., 2000) o Weibull (Van Boekel, 2002; Coroller y col., 2006). 
El modelo de Weibull ha sido usado como un modelo Primario de inactivación de 
bacterias vegetativas (Van Boekel, 2002). Este modelo se ajusta datos no lineales de 
supervivencia/inactivación, y es básicamente un modelo estadístico de distribución 
de los tiempos de inactivación. El modelo se basa en dos parámetros: el parámetro de 
escala delta () y el parámetro de forma adimensional p. El logaritmo de la escala del 
parámetro  depende linealmente de la Temperatura, no siendo así para el parámetro 
p cuya relación con la Temperatura no está muy bien establecida. (Peleg y col., 
1998). El parámetro de forma (p) tiene en cuenta la concavidad de la curva de 
supervivencia. Cuando p <1, la curva de supervivencia toma una forma cóncava 
hacia arriba; cuando la curva es lineal entonces p = 1 y se asume que no existe 
variación biológica (donde cada célula es igualmente susceptible de ser destruida); y 
la curva será cóncava hacia abajo o convexa cuando p >1. La ecuación 11 representa 
la función acumulativa de una curva de supervivencia: 
 
La siguiente Figura 12, representa algunos ejemplos de curvas de 
Supervivencia/Inactivación generadas a partir del modelo de Weibull: 
  Ec.11 
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Figura 12. Curvas de supervivencia del modelo de Weibull:  y p, representan los parámetros del modelo. A y B: 
modelos de Weibull descrito por Mafart y col. (2002); C: modelo de Weibull con cola descrito por Mafart y col. 
(2002), D: modelo doble Weibul, descrito por Coroler y col. (2006).  
En la presente Tesis Doctoral, el modelo Weibull fue empleado para cuantificar la 
supervivencia de la cepa estresada de S. aureus en fiambre de pechuga de pollo 
cortado en lonchas, almacenadas a 10ºC (Publicación 6)  
2.7.4.2. MODELOS SECUNDARIOS 
Según Whiting (1995), los modelos secundarios son ecuaciones que describen las 
variaciones de los parámetros de crecimiento o inactivación, estimadas a partir de los 
modelos Primarios, bajo la influencia de  uno o más factores ambientales asociados a 
un medio o alimento; y para ello  resulta determinante el conocimiento de los 
factores ambientales que más influyen en el crecimiento microbiano, para un mejor 
desarrollo y uso práctico de los modelos predictivos (McKellar y Lu, 2004). 
: 25,16 ± 1,72 
p: 1,29 ± 0,09 
: 19,27 ± 9,22 
p: 0,59 ± 0,19 
 
: 29,28 ± 1,25 
p: 3,20 ± 0,78 
 
: 24,41 ± 1,24 
p: 1,63 ± 0,25 
A B 
C D 
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Los modelos Secundarios se pueden desarrollar para describir la acción que ejercen 
los factores ambientales sobre los parámetros de crecimiento (lag y max). Entre ellos 
encontramos:  
 modelos Polinomiales  
 modelo de Raíz Cuadrada 
 modelos de Parámetros Cardinales y Concepto Gamma 
Los modelos Secundarios pueden describir la probabilidad de crecimiento en un 
rango limitado de condiciones medioambientales. Existen otros modelos secundarios 
ampliamente desarrollados, como los de transferencia, los cuales no son objeto de la 
presente Tesis. 
2.7.4.2.1. MODELOS POLINOMIALES 
Los modelos Polinomiales describen las respuestas de crecimiento (lag, max) o sus 
transformaciones ( , ln (μmax) etc.) a través de una función polinómica. Como 
ejemplo del uso de un modelo Polinomial, se describe uno desarrollado por McClure 
y col. (1993) para Brochothrix thermosphacta (Ecuación 12): 
 
Las ventajas de estos modelos es que en la mayoría de casos describen el efecto de 
cualquier factor ambiental, incluso las interacciones entre ellos y no requieren de 
técnicas avanzadas para llevar a cabo su ajuste, como sí pasa para la regresión no 
lineal. No obstante, sus desventajas residen en la cantidad de parámetros y en 
ocasiones carecen de significación biológica. 
La Figura 13 representa un modelo Secundario en tres dimensiones que se 
corresponde con el modelo de respuesta en superficie. Éste caracteriza la influencia 
Ec.12 
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de dos factores ambientales (NaCl y pH) sobre el logaritmo neperiano de la tasa de 
crecimiento (ln max).  
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Figura 13. Representación de la relación del logaritmo neperiano de la tasa máxima de crecimiento (ln max) y los 
niveles de pH y NaCl a través de un modelo de Respuesta en superficie.  
2.7.4.2.2. MODELOS DE RAÍZ CUADRADA  
Los modelos de Raíz Cuadrada se desarrollaron para describir el efecto de la 
Temperatura sobre la max. Este tipo de modelo asumió una relación lineal entre la 
Temperatura y la raíz cuadrada de max en un rango de Temperaturas subóptimas. 
Inicialmente, Ratkowsky y col. (1982) propusieron la siguiente función (Ecuación 
13): 
                                                                                                          Ec.13 
Donde, b es una constante, T es la Temperatura y Tmin es la Temperatura mínima 
teórica para el crecimiento. Posteriormente la ecuación fue ampliada (Ecuación 14) 
con el objeto de describir el efecto de la Temperatura en un rango que permitiera el 
crecimiento bacteriano, el llamado “rango biocinético,” propuesto por Ratkowsky y 
col. (1983): 
 
Donde, Tmax es la Temperatura máxima teórica para el crecimiento y c es un 
parámetro del modelo sin significación biológica.  
ln µmax 
ln µmax 
  Ec.14 
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Los modelos de Raíz Cuadrada se continuaron ampliando con la finalidad de incluir 
otros factores medioambientales como el pH, la aw, entre otros, para obtener 
predicciones más seguras. Por ejemplo, en el estudio realizado por McMeekin y col. 
(1987), utilizaron la siguiente ecuación para describir los efectos combinados de la 
Temperatura y la aw  sobre la max de Staphylococcus xylosus: 
                                                                                Ec.15 
Donde, aw min es la actividad de agua mínima teórica para el crecimiento. 
También se conocen otros estudios científicos como el de Devlieghere y col. (1998), 
Presser y col. (1997) y Ross y col. (2003) en los que se describieron los efectos de 
otros factores como el CO2, el pH o ácido láctico, respectivamente. 
2.7.4.2.3. MODELO DE PARÁMETRO CARDINAL Y CONCEPTO GAMMA 
El modelo Gamma fue propuesto por Zwietering y col. (1992) para describir la max 
respecto a su valor máximo en condiciones óptimas para el crecimiento 
El concepto subyacente de este modelo (concepto Gamma) se basa en los siguientes 
supuestos: el efecto de cualquier factor sobre la max puede ser descrito como una 
fracción de su tasa de crecimiento en condiciones óptimas (opt), usando una función 
Gamma (γ) normalizada entre 0 (indica no crecimiento) y 1 (indica condiciones 
óptimas de crecimiento); y los factores ambientales actúan independientemente 
sobre la tasa de crecimiento bacteriano. En este sentido, el modelo es capaz de 
predecir los efectos combinados de los factores ambientales, mediante la 
multiplicación de los efectos individuales de cada factor.  
En condiciones óptimas para el crecimiento, todos los términos Gamma () son 
iguales a 1 y entonces max = opt.  
Por su parte Rosso y col. (1993,1995) incorporaron el concepto Gamma a un modelo 
de parámetros cardinales, con el objeto de describir los efectos de la Temperatura, el 
pH y la aw  sobre max. 
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Otros estudios, sin embargo han utilizado el modelo de Parámetros Cardinales para 
describir el efecto de los ácidos orgánicos y otras sustancias inhibitorias del 
crecimiento (Augustin y col., 2000a, 2000b; Le Marc y col., 2002; Coroller y col., 
2003). 
2.7.4.2.4. MODELOS DE PROBABILIDAD  
Los modelos de interfaz de C/NC son aquellos modelos que tratan de cuantificar la 
probabilidad de crecimiento de un microorganismo o conjunto de microorganismos 
bajo unas condiciones medioambientales específicas; éstos permiten determinar las 
zonas límites de probabilidad de crecimiento microbiano por lo que también son 
conocidos como modelo de límite de crecimiento. Los modelos de Probabilidad 
permiten definir con cierta precisión la zona de C/NC microbianos utilizando uno o 
más factores de forma controlada para diseñar formulaciones adecuadas que inhiban 
el crecimiento de microorganismos (Ratkowsky y Ross, 1995; Presser y col., 1998; 
Salter y col., 2000; Stewart y col., 2001). Por ello, suelen ser los modelos usados para 
aplicar un tratamiento de conservación a un alimento mínimamente procesado, para 
la formulación de nuevos productos, y para orientar de un modo más preciso a los 
asesores de riesgo, de forma que determinen la contaminación real que existe en los 
alimentos de cara al consumidor (Presser y col., 1997), o se minimice el riesgo de 
crecimiento de un microorganismo patógeno (McMeekin y col., 2000). 
Ratkowsky y Ross (1995) propusieron la aplicación de los modelos de Regresión 
Logística para poder relacionar la probabilidad de crecimiento con los factores 
ambientales. El enfoque incluye una modificación del modelo de Raíz Cuadrada para 
describir la influencia de varios factores como la Temperatura, el pH, la aw y el 
nitrito, sobre la probabilidad de crecimiento microbiano (McMeekin y col., 1993): 
 
donde max es la tasa máxima de crecimiento, h-1; T es la Temperatura, ºC; aw es la 
actividad de agua y NO2 es la concentración de nitrito (ppm). Los valores mínimos 
Ec.16 
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son los valores teóricos en los que por encima de estos valores se produce el 
crecimiento. Por el contrario, los valores máximos son los valores teóricos en los que 
por debajo de ellos es permitido el crecimiento.  
En tanto, la Regresión Logística contempla la sustitución de la raíz cuadrada de max 
por el término “Logit P”: (Ecuación 17):  
 
donde P se refiere a la probabilidad de crecimiento (entre 0 (No crecimiento) y 
1(crecimiento)); quedando la Ecuación 18 de la siguiente forma:  
 
Donde, b0, b1, b2, b3 y b4 son los coeficientes de regresión del modelo, y T es la 
Temperatura. Estos modelos predicen una respuesta binaria definida como la 
probabilidad de ocurrencia de un evento en términos de un conjunto específicos de 
variables explicativas relacionadas con ella (Salter y col., 2000; Tienungoon y col., 
2000). 
En la literatura científica se conoce un amplio estudio sobre la utilización de los 
modelos de interfaz de C/NC para obtener información acerca del C/NC microbianos 
en superficies sólidas o en matrices alimentarias (Lanciotti y col., 2001; McKellar y 
col., 2002; Koutsoumanis y col., 2004; Mejlholm y col., 2010).  
En la confección de los modelos de Probabilidad, algunos autores utilizan como 
punto de corte de interfaz de C/NC, P = 0,5 (esto significa un 50% de probabilidad de 
crecimiento) (Masana y Baranyi, 2000b), ello supone la obtención de predicciones 
menos seguras en caso de contaminación por patógenos (Salter y col., 2000). Para el 
caso de microorganismos patógenos, resulta conveniente fijar niveles de probabilidad 
que delimiten la interfaz de C/NC en valores bajos, de forma que se minimicen los 
casos de falsos negativos (crecimiento observado y no crecimiento estimado).  
Ec.17 
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En la Publicación 4 de la presente Tesis, los modelos de Probabilidad de crecimiento 
permitieron estimar los límites de crecimiento en caldo de cultivo de una cepa de E. 
coli O158:H23 en función de diferentes condiciones de pH, aw, Temperaturas y nivel 
de inóculo inicial; y se consideró el valor límite de C/NC de 0,01 de cara a la 
obtención de predicciones más fiables. 
Otros estudios han comprobado que los niveles mínimos de factores ambientales de 
Temperatura, pH, aw que delimitan la interfaz de C/NC microbiana se han visto 
influenciados por otros factores, entre los que se encuentra el nivel de inóculo. 
Koutsoumanis y Sofos (2005) y Skandamis y col. (2007), estudiaron la adaptación de 
E. coli O157:H7 a diferentes concentraciones de ácidos orgánicos y pH y 
evidenciaron crecimiento en condiciones más limitantes, a mayores niveles de 
inóculo inicial. 
Los modelos de C/NC predicen una zona de transición abrupta entre las condiciones 
de crecimiento y no crecimiento; este hecho ocurre debido a una pequeña cantidad 
de repeticiones (n) en comparación con el número de condiciones analizadas. En esta 
situación, se evidencian dificultades para aplicar un modelo de Regresión Logística, 
especialmente cuando se alcanza una convergencia para las condiciones optimas 
globales o para un conjunto apropiado de condiciones (Ratkowsky, 2002) a menos 
que sean usados procedimientos alternativos (Geeraerd y col., 2004). 
Al aumentar el número de repeticiones (n entre 20 o 30) se pueden alcanzar 
transiciones más suaves entre las zonas de C/NC. Varios autores han comprobado 
que mediante esta metodología la probabilidad de crecimiento no cambia 
drásticamente a lo largo de un conjunto limitado de condiciones y puede 
proporcionar respuestas de C/NC más fiables (Vermeulen y col., 2007; Valero y col., 
2009). 
Además, existe una tendencia creciente a utilizar un cóctel de cepas a fin de predecir 
un comportamiento microbiano más realista, en los alimentos. Según Vermeulen y 
col. (2007), para el caso de los modelos de C/NC, el uso de diferentes cepas permite 
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evaluar con mayor precisión las condiciones limitantes para el crecimiento que 
suelen diseñarse en función de las respuestas microbianas de la cepa más resistente. 
Este hecho se ha tenido en cuenta en otros estudios para su utilización en la ERM 
(Lindqvist, 2006). 
2.7.4.3. MODELOS TERCIARIOS 
Los modelos Terciarios son aplicaciones de uno o más modelos Primarios y 
Secundarios, incorporados a softwares informáticos a nivel de usuario, cuyo uso 
facilita la aplicación de dichas las ecuaciones matemáticas. Actualmente existen 
varios paquetes informáticos o softwares de modelización microbiana, que varían en 
complejidad, desde una sencilla ecuación en una hoja de cálculo, a sistemas expertos 
o programas de simulación de la evaluación del riesgo. En general, los usuarios de 
estos programas no necesitan estar preparados en las técnicas de modelización 
predictiva y en este sentido hacen de la MP una herramienta fácilmente accesible y 
poderosa para todas las áreas de la investigación e industria de los alimentos 
(Buchanan, 1993;  Whiting y Buchanan, 1993, 1994; Whiting, 1995). Entre los 
modelos Terciarios más relevantes se describen: 
2.7.4.3.1. PATHOGEN MODELING PROGRAM (PMP) 
El programa PMP fue creado en los Estados Unidos por el USDAARS (Eastern 
Regional Research Center, Microbial Food Safety Research Unit). La versión actual 
del software, incluye más de 40 modelos para diferentes patógenos y posibilita las 
predicciones de crecimiento e inactivación en función de la acción combinada de 
diferentes factores ambientales como la Temperatura, pH, NaCl, nitrito de sodio 
(NANO2) (ppm) y nivel de inóculo inicial. Además, incluye los modelos que predicen 
el efecto de condiciones dinámicas de enfriamiento tras la cocción sobre el posterior 
crecimiento de Cl. Botulinum y Cl. Perfringens en alimentos. Permite exportar los 
resultados obtenidos y proporciona un listado de referencias de los estudios 
desarrollados. El software está disponible on-line de forma gratuita 
(http://portal.arserrc.gov/). El software ha estado disponible durante más de 20 años 
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y su perfeccionamiento y actualización se realiza de forma periódica; en el 2007 se 
integró al Portal de Información de MP. La Figura 14, muestra la captura de pantalla 
del software PMP: 
 
Figura 14. Captura de pantalla de PMP. 
2.7.4.3.2. COMBASE 
El software ComBase fue desarrollado por el Instituto de Investigación Alimentaria 
del Reino Unido (IFR, UK) y luego pasó a formar parte de un consorcio con el 
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (siglas en inglés USDA-ARS) y 
con el Centro de Seguridad Alimentaria (siglas en inglés FSC) de la Universidad de 
Tasmania y Australia. Es una base de datos que contempla multitud de registros 
acerca de respuestas de crecimiento, inactivación y supervivencia microbianos ismos 
en una amplia variedad de ambientes (medios de cultivo y matrices alimentarias) y 
proporciona una recopilación de los modelos predictivos más relevantes. Se 
encuentra disponible gratuitamente online 
(http://www.combase.cc/index.php/en/). En la actualidad, las herramientas de 
predicciones disponibles en el software, incluyen las siguientes aplicaciones:  
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 ComBase Browser: Es la base de datos de miles de curvas de 
crecimiento e inactivación, recopiladas en los centros de investigación y de 
las Publicaciones científicas. 
 ComBase Predictor: Es un conjunto de 23 modelos de crecimiento y 6 
modelos de destrucción térmica, para predecir el comportamiento de diversos 
microorganismos patógenos y alterantes frente a un conjunto de factores 
ambientales. Existe una versión Demo de Combase en Excel que se puede 
descargar de forma gratuita a través de la página web. 
 Perfringens Predictor: Es una aplicación especialmente diseñada para 
predecir el crecimiento de Cl. perfringens  durante la refrigeración de carne 
sometida a proceso de cocción. La versión en Excel de la aplicación, también 
se puede encontrar en la sección de descargas de la página web. 
La Figura 15, muestra las capturas de pantalla del ComBase: 
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Figura 15. Capturas de pantallas del software ComBase Browser y ComBase Predictor. 
2.7.4.3.3. SYM’PREVIUS 
Este software se desarrolló en Francia con el objeto de proporcionar ayuda en la 
toma de decisiones en materia de seguridad alimentaria. Incluye una base de datos y 
una herramienta de simulación del crecimiento, supervivencia/inactivación C/NC de 
microorganismos patógenos y alterantes. La información del software Sym’Previus 
también está disponible de forma comercial online (http://www.symprevius.org/). 
2.7.4.3.4. SEAFOOD SPOILAGE AND SAFETY PREDICTOR (SSSP) 
El software SSSP fue desarrollado por el Instituto Nacional de Recursos Pesqueros de 
Dinamarca, con el objeto de facilitar el uso práctico de los modelos matemáticos para 
predecir la vida útil y el crecimiento de bacterias patógenas y alterantes en productos 
pesqueros, especialmente productos RTE (Figura 16). El software incluye varios 
modelos cinéticos que predicen la velocidad de deterioro de productos pesqueros 
específicos, así como diversos módulos de validación y comparación de modelos. 
Asimismo, le permite al usuario predecir el crecimiento y producción de histamina 
causada por Morganella psychrotolerans y Morganella morganii. Por último, el 
software contempla un modelo de C/NC y otro modelo de interacción para predecir 
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el crecimiento de L. monocytogenes  y BAL. El software se puede descargar 
gratuitamente en la página siguiente: 
http://sssp.dtuaqua.dk/HTML_Pages/Help/English/Index.htm. 
 
Figura 16. Captura de pantalla del software SSSP. 
2.7.4.3.5. MICROBIAL RESPONSES VIEWER (MRV) 
El software MRV es una base de datos, formado por datos de C/NC de 16 
microorganismos diferentes, derivados de ComBase. El software muestra un gráfico 
de contorno en dos dimensiones con datos de C/NC microbianos en  función de 
varios factores ambientales (Temperatura, el pH y aw), basado en un modelo log 
lineal de Poisson, que es una familia de modelos Lineales generalizados (Figura 17). 
El software permite al usuario visualizar rápidamente el gráfico de contorno con las 
estimaciones del modelo de C/NC, conjuntamente con los datos de crecimiento 
aportados por el ComBase (http://mrv.nfri.affrc.go.jp/Default.aspx#/Home): 
2.Revisión y Antecedentes 115 
 
Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad 
microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a poblaciones de riesgo 
 
 
Figura 17. Captura de pantalla del software MRV. 1: Crecimiento estimado por el modelo, 2: Datos de 
C/NC (puntos rojos (crecimiento), puntos verdes (no crecimiento); 3: Visualización de los datos 
registrados por el software ComBase (en correspondencia con los puntos rojos o verdes)  
2.7.4.3.6. MICROHIBRO 
Es una nueva herramienta de predicción on-line para productos vegetales y cárnicos 
RTE. Ha sido creada en 2012 por el grupo de investigación HIBRO de la Universidad 
de Córdoba. La aplicación incorpora diferentes modelos predictivos para un variado 
número de microorganismos y alimentos que permiten que el usuario pueda obtener 
datos de predicciones de crecimiento y supervivencia de los microorganismos bajo 
condiciones ambientales seleccionadas, tal y como se representa en la Figura 18.  
MicroHibro a su vez permite incluir cualquier tipo de función que permite su fácil 
actualización y que por tanto convierten a herramienta en dinámica. Asimismo 
permite a los expertos en microbiología predictiva poner a disposición de los usuarios 
finales, sus modelos predictivos o resultados. Este software es fácilmente accesible 
luego de su correspondiente registro como usuario en la página web: 
http://www.microhibro.com. También incorpora un módulo de validación para 
permitirá los usuarios evaluar los modelos disponibles con sus propios datos. Por 
último, la aplicación tiene un enfoque estocástico destinado a la evaluación de riesgo 
1 
2 
3 
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para llevar a cabo modelos probabilísticos de riesgo. Los resultados se muestran 
mediante una adecuada interfaz gráfica para mejorar la interpretación y el análisis de 
datos: 
 
Figura 18. Captura de pantalla de la aplicación informática microHibro 
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HIPÓTESIS  
Los nuevos estilos de vida de la sociedad traen consigo cambios en los patrones de 
consumo caracterizados por una mayor demanda de alimentos de elevada calidad 
organoléptica, saludables, seguros y de fácil y rápida preparación y consumo. En 
España, estos cambios han originado un aumento considerable del consumo de 
alimentos fuera del hogar donde la restauración colectiva juega un rol muy 
importante de cara a ofrecer un servicio eficaz para satisfacer esta demanda social. 
Sin embargo, a través de muchos estudios se ha comprobado que en este ámbito 
pueden existir incumplimientos y/o desconocimiento acerca de las buenas prácticas 
de manipulación de los alimentos y del mantenimiento de las condiciones higiénicas 
y sanitarias en las cocinas centrales, lo cual puede contribuir a la producción y 
distribución de alimentos no aptos o seguros para el consumidor. Precisamente, uno 
de los sectores de la población más afectados por toxiinfecciones alimentarias son los 
niños, los ancianos, los enfermos, las personas inmunodeprimidas, las embarazadas, 
etc., pese a ello en España se dispone de poca información de carácter científico, 
relativa a las condiciones de los establecimientos de restauración dedicados al 
servicio de alimentos destinados a este tipo de consumidores que habitualmente sí 
realizan alguna de sus comidas en estos centros.  
La contaminación de los alimentos preparados por microorganismos patógenos y/o 
indicadores se produce consecuentemente a la recepción de materias primas 
contaminadas, la incorrecta manipulación de los alimentos en las cocinas centrales, o 
unas condiciones de almacenamiento y distribución inadecuadas. En este sentido, se 
antoja esencial el uso de herramientas que puedan cuantificar el comportamiento 
microbiano bajo dichas condiciones, con la finalidad de prevenir la aparición de 
toxiinfecciones alimentarias. Dos de los microorganismos comúnmente asociados a 
platos preparados a base de vegetales y cárnicos cocidos son las cepas patogénicas de 
E. coli y S. aureus enterotoxigénico, respectivamente; sin embargo, se existe una 
reducida información acerca del impacto de las condiciones de elaboración, 
almacenamiento y distribución propias de los servicios de restauración colectiva 
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sobre el comportamiento de estos microorganismos en dichos alimentos. Para ello, la 
microbiología predictiva se ha constituido como un elemento diferenciador, que ha 
servido de base a industriales, inspectores y gestores del riesgo microbiológico para 
poder aplicarse en productos y procesos específicos. Asimismo, el establecimiento de 
métodos alternativos de simulación puede servir para una mejor cuantificación de la 
variabilidad asociada al crecimiento de los microorganismos en condiciones 
concretas que pueden aparecer en los establecimientos de restauración. Así, la 
información obtenida puede representar un punto de partida para el establecimiento 
de los Objetivos de Seguridad Alimentaria dentro de un enfoque de Evaluación del 
Riesgo Microbiológico en los alimentos vulnerables. 
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OBJETIVO GENERAL  
La presente Tesis Doctoral tiene como Objetivo General evaluar las condiciones 
higiénico-sanitarias y de seguridad microbiológica de los establecimientos de 
restauración colectiva de comedores escolares, geriátricos y hospitales, así como de  
platos mínimamente procesados y RTE (ensaladas y productos cárnicos cocidos), que 
son servidos en dichos establecimientos y destinados a su población consumidora 
más sensible ante los peligros microbiológicos y por lo tanto más susceptible de 
enfermar por razones de edad y estado de salud. Asímismo se pretende cuantificar el 
comportamiento de los microorganismos patógenos representativos en estos tipos de 
alimentos mediante el uso de herramientas de Microbiología Predictiva y ECRM. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Evaluación de las condiciones higiénico-sanitarias, prácticas de manipulación 
y seguridad microbiológica de los establecimientos y platos de ensaladas 
vegetales y productos cárnicos cocidos RTE, servidos en comedores escolares, 
centros geriátricos y hospitales de Andalucía. (El presente objetivo se aborda 
en las Publicaciones 1, 2 y 3 de la presente Tesis); 
2. Estudio de la cinética de crecimiento de serotipos patogénicos de E. coli a 
partir de mediciones turbidimétricas, bajo diferentes condiciones de pH, aw, 
Temperatura y concentración de inóculo; y selección del serogrupo mejor 
adaptado (El mencionado objetivo se aborda en la Publicación 4, de la 
presente Tesis);  
3. Evaluación del incremento logarítmico de E. coli en lechuga iceberg, bajo 
condiciones de almacenamiento habituales en los servicios de restauración 
colectiva a diferentes niveles de contaminación (Este objetivo se aborda en la 
Publicación 5, de la presente Tesis);  
4. Estimación del comportamiento de E. coli a Temperaturas estáticas y la 
variabilidad potencial bajo perfiles dinámicos de tiempo/Temperatura de 
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almacenamiento mediante la aplicación de modelos predictivos de regresión 
Logística y el establecimiento de metodologías de Evaluación del Riesgo 
Microbiológicos. (Objetivo abordado en la Publicación 5, de la presente 
Tesis); 
5. Estudio de la influencia de las condiciones de pre-incubación 
(Temperatura/pH/aw) de una cepa enterotoxiénica de S. aureus en caldo, 
sobre su capacidad de crecimiento y supervivencia y producción de 
enterotoxinas estafilocócicas A (SEA) en  fiambre de pechuga de pollo cocida 
cortado en lonchas, almacenadas a diferentes condiciones de Temperatura 
(Abordado en la Publicación 6, de la presente Tesis).  
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PUBLICACIÓN 1: EVALUACIÓN DE LAS PRÁCTICAS DE HIGIENE Y 
SEGURIDAD MICROBIOLÓGICA DE ENSALADAS VEGETALES LISTAS 
PARA EL CONSUMO EN COMEDORES ESCOLARES EN ESPAÑA 
RESUMEN 
El presente estudio se realizó con el objeto de evaluar las condiciones 
higiénicassanitarias y las prácticas de manipulación llevadas a cabo en centros 
escolares andaluces, y su influencia en la calidad y seguridad microbiológica de las 
ensaladas vegetales listas para el consumo servidas en estos centros. Además, evaluar 
la higiene de las superficies de trabajo y la calidad ambiental de posibles zonas 
potencialmente contaminadas. Finalmente, con la información obtenida se 
proporcionaron las posibles medidas correctoras. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
El estudio en comedores escolares se realizó durante el período Septiembre de 2008 a 
Junio de 2009 e implicó a 8 comedores escolares de Andalucía (España). Se 
planificaron 5 visitas entre los horarios de 11:00 a 15:00h. Con la información 
obtenida de cada centro se confeccionaron los cuestionarios o “checklists” en 
correspondencia con las normas y regulaciones internacionales y europeas (Codex 
Alimentarius (2003); Reglamento comunitario 852/2004 relativo a la higiene de los 
productos alimenticios) y con la opinión de los expertos en calidad alimentaria de 
cada centro. 
CUESTIONARIOS (CHECKLIST) 
Se crearon un total de 5 checklists por centro (1/visita) y se desarrollaron mediante 
el método observacional por parte del evaluador, durante la etapa de preparación de 
alimentos. Las listas de comprobación se confeccionaron partiendo de 15 atributos y 
se dividieron en dos partes fundamentales que se evaluaron independientemente. 
Finalmente, se sumaron los resultados totales de las dos partes y de esta forma se 
evalúo cada centro como muestra la Tabla 1, del artículo publicado: 
1) Primera parte (P1): relativa a los hábitos de los manipuladores de 
alimentos y el uso de equipos de cocina adecuados (atributos del 19). Los 
atributos fueron medidos en una escala de frecuencia (ocurrencia del atributo 
observado) de forma que las respuestas afirmativas se puntuaron con 1 y las 
negativas con 0.  
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2) Segunda Parte (P2): relativa a las condiciones higiénico-sanitarias y las 
prácticas de manipulación de los alimentos (atributos del 10-15). Los atributos 
se midieron en una escala del 04 (0: Pobre, 1: Deficiente, 2: Aceptable, 3: 
Bueno y 4: Excelente). Se halló el promedio de cada atributo y se sumaron los 
resultados obtenidos de las diferentes visitas a cada centro.  
MUESTREO DE ALIMENTOS 
Se tomaron 2 muestras de ensaladas vegetales por visita en cada comedor escolar, 
para un total de 80 muestras. La planificación del muestreo se realizó de forma que se 
tomaron muestras de los últimos platos servidos con el objeto de determinar la 
contaminación microbiana en el momento del consumo. En este caso, se tomaron 
muestras de ensaladas de lechuga (54), ensaladas mixtas de vegetales (18) y otras 
ensaladas (8) (de tomate, con mayonesa o de legumbres).  
El t/T se midió durante la refrigeración de las materias primas (2h) y justo después de 
la distribución (1h), mediante un termómetro equipado con una sonda especial para 
alimentos sólidos (HI 95809-1, Hanna Instruments, Michigan, USA). 
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE LAS ENSALADAS VEGETALES LISTAS PARA EL CONSUMO 
Las muestras de ensaladas vegetales se analizaron para los siguientes 
microorganismos: AEM (ISO 4833:1991), CT (ISO 4832:1991), Staphylococcus 
coagulasa positivo (ISO 6888-2:1999), E. coli (ISO 7251:2005) y para patógenos como 
Listeria sp (ISO 11290-2:1998) y Salmonella (ISO 6579:2002).  
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE LAS SUPERFICIES DE TRABAJO 
Se analizaron 4 superficies de trabajo del área de procesado y estas fueron las mesas 
de trabajo, tablas de corte, fregaderos y grifos. El muestreo se realizó antes de la 
preparación de los alimentos, a razón de 1 muestra por visita obteniéndose un total 
de 160 muestras, mediante el método de hisopo tomando muestra de una superficie 
equivalente a 100cm2 (10x10cm). En el caso de los grifos se muestreó el área 
aproximada en contacto con las manos de los manipuladores, teniendo en cuenta el 
área sugerida por Ren y col. (2011). Los microorganismos AEM y las Enterobacterias 
se utilizaron como microorganismos indicadores de higiene. 
CALIDAD DEL AIRE 
Las zonas analizadas fueron las consideradas como potencialmente contaminadas 
dada la actividad que se realizaba en ellas; así se tomaron muestras de la zona de 
procesado (cocina), fregadero y comedores donde se servían los platos RTE. Se 
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tomaron un total de 120 muestras en los centros evaluados. El muestreo del aire se 
llevó a cabo durante la preparación de los platos, mediante un método activo de 
muestreo a través de un succionador de aire (SAS Super 180, Scharlab, Barcelona, 
España) que permitió expresar el recuento microbiano en ufc/m3 (Pasquarella y col., 
2000). La calidad del aire se determinó mediante el recuento de microorganismos 
indicadores como AEM y Staphylococcus sp; y el recuento de AEM se clasificó de 
acuerdo a las orientaciones aportadas por Al-Dagal y col. (1992) (Grado A (Excelente 
100 ufc/m3), Grado B (Intermedio 100300 ufc/m3) y Grado C (Deficiente >300 
ufc/m3)).  
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos estadísticos descriptivos (media, desviación estándar) se calcularon en 
Microsoft Excel 2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA), correspondientes a los 
recuentos microbiológicos obtenidos, así como a los resultados de las puntuaciones 
de los cuestionarios y los datos de t/T.  
Asimismo, se realizó la prueba Chi-cuadrado para identificar las diferencias 
significativas entre los 8 comedores, respecto a los atributos de la Parte 1 de la 
checklist. Las puntuaciones de la Parte 2 de la checklist se evaluaron mediante el 
coeficiente de Pearson (r), el cual se utilizó para hallar correlaciones significativas 
entre los atributos de la parte 2 con los recuentos microbiológicos hallados en los 
platos de ensalada, superficies de trabajo y aire.  
Finalmente, las pruebas paramétricas (t de student, análisis de varianza y la prueba 
de Duncan) se realizaron para determinar si hubo diferencias significativas entre los 
8 comedores escolares respecto a los datos microbiológicos obtenidos. Las diferencias 
significativas se calcularon para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05). 
RESULTADOS 
CUESTIONARIOS (CHECKLIST)  
Los resultados procedentes de las checklists demostraron que en los servicios de 
restauración escolares es muy frecuente el uso de guantes (85%), pero no así el 
cambio de guantes (8%). También se observó un alto porcentaje de lavado incorrecto 
de manos (35%), siendo incluso ausente por parte de los manipuladores de algunos 
centros. Asimismo, se detectó el uso de joyas por parte de algunos manipuladores 
durante la preparación de las ensaladas y de los delantales para limpieza de manos. 
No obstante, los utensilios de cocina y tablas de corte fueron considerados 
apropiados en la mayor parte de los centros evaluados.  
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Se evidenciaron diferencias significativas (p <0,05) entre los 8 comedores con 
respecto a los atributos de la primera parte de la checklist, exceptuándose el uso y el 
cambio de guantes (Tabla 1, artículo publicado). De forma global los resultados de la 
segunda parte de la checklist fueron aceptables puesto que la puntuación media 
superó los 2 puntos; aunque se evidenciaron ciertas deficiencias relativas a las 
prácticas de manipulación de los alimentos (1,78).  
El coeficiente de correlación de Pearson demostró una fuerte correlación entre la 
limpieza de las superficies de trabajo y la higiene de las cocinas (r = 0,652).  
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE LOS PLATOS DE ENSALADAS VEGETALES 
En general, los recuentos promedio de AEM en los platos de ensaladas vegetales no 
superaron los 6 log ufc/g. Los recuentos promedio más elevados se relacionaron con 
las muestras de ensaladas de lechuga y estuvieron en torno a 5 log ufc/g (5,5  1,6 log 
ufc/g). Es importante resaltar, que una de las muestras de ensalada de lechuga 
presentó niveles de contaminación de hasta 7 log ufc/g.  
Los niveles de contaminación por CT promediaron recuentos por debajo de los 4 log 
ufc/g. Los recuentos más altos se evidenciaron en ensaladas de lechuga (3,7  0,5 log 
ufc/g) y ensaladas mixtas de vegetales (3,8  0,6 log ufc/g). 
Los recuentos promedio de Staphylococcus coagulasa positivos fueron inferiores a 2 
log ufc/g en todas las muestras de ensaladas de lechuga, aunque existieron muestras 
con recuentos de hasta 2,5 log ufc/g. Como se puede ver en la Tabla 2 del artículo 
publicado, los recuentos más bajos se hallaron en las ensaladas mixtas de vegetales y 
otros ingredientes. 
Del total de muestras de ensaladas (80), 4 muestras (2 muestras de ensaladas de 
lechuga y 2 muestras de ensaladas mixtas de vegetales) resultaron positivas a E. coli. 
Por otra parte, no se evidenció la contaminación por patógenos como L. 
monocytogenes y Salmonella sp. 
Las mediciones de los t/T de refrigeración indicaron que los valores promedios de 
almacenamiento de las materias primas fue de 5,6  3.1ºC/2h, los valores promedios 
durante el procesado fueron de 20,6  4,8 ºC/1h y justo después de las distribución 
fue de 14,1  4,3 ºC/1h. 
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CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA DE LAS SUPERFICIES DE CONTACTO CON LOS 
ALIMENTOS 
Los recuentos en las superficies de trabajo presentaron una alta variabilidad, 
probablemente debido a los cambios en la frecuencia y los procedimientos de 
limpieza de cada centro. Los niveles promedio de contaminación se muestran en la 
Tabla 3 del artículo publicado.  
Las mesas de trabajo presentaron recuentos promedio de AEM inferiores a 10 
ufc/cm2 en la mayor parte de las muestras analizadas, con valores máximos de 70,79 
 4,90 ufc/cm2, lo que sugiere que las medidas de limpieza y desinfección no fueron 
siempre apropiadas. En la mayoría de comedores, los niveles de Enterobacterias 
estuvieron por debajo de 1 ufc/cm2, incluso se hallaron muestras negativas. El 
recuento más alto de Enterobacterias en las mesas de trabajo fue de 2,73  0,32 log 
ufc/cm2. 
En las tablas de corte, los recuentos de AEM estuvieron comprendidos entre 1,10  
0,55 y 16,90  1,53 ufc/cm2. La mayoría de las muestras analizadas para 
Enterobacterias superaron los valores de 1 ufc/cm2 y los niveles más altos se 
correspondieron con 4,19  0,45 ufc/cm2; aunque hubo comedores cuyas muestras 
resultaron negativas. 
En los fregaderos se hallaron diferencias significativas en cuanto a los niveles de 
contaminación por AEM. Los recuentos promedios más altos oscilaron entre 18,62  
9,80 y 73,11  16,09 ufc/cm2. La contaminación por Enterobacterias también alcanzó 
los 4,19  0,46 ufc/cm2 como recuentos promedio más altos.  
Los grifos se consideraron una fuente potencial de contaminación microbiana y por 
tanto una posible vía de contaminación cruzada. Los niveles de contaminación por 
AEM y Enterobacterias fueron sustancialmente superiores que el resto de superficies. 
De hecho, la mayoría de las muestras presentaron recuentos promedios de AEM 
mayores de 300 ufc/cm2 y de Enterobacterias superiores a 10 ufc/cm2.  
El coeficiente de correlación de Pearson estableció una correlación negativa (p 
<0,05) entre los niveles de contaminación por AEM (r = − 0,400) y Enterobacterias (r 
= − 0,490) de las mesas de trabajo y el grado de limpieza de las cocinas. Asimismo, se 
evidenció una correlación significativa entre el uso de tablas de corte apropiadas y 
los niveles microbianos hallados de AEM (r = − 0,366) y de Enterobacterias (r = − 
0,329).  
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CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AIRE 
Los resultados de los recuentos microbiológicos de las muestras analizadas de aire se 
muestran en la Tabla 4 del artículo publicado. No se evidenciaron diferencias 
significativas (p >0,05) respecto a los recuentos de AEM hallados en los comedores 
escolares. En todas las zonas de procesado, la mayoría de las muestras de aire 
superaron 300 ufc/m3 y fueron clasificadas como Deficientes. Las muestras 
procedentes de la zona de fregaderos, fueron también catalogadas como Deficientes 
para AEM. Sólo dos comedores presentaron recuentos inferiores a 300 ufc/m3 (249  
281 ufc/m3 y 288  191 ufc/m3). En los comedores, la mayoría de las muestras se 
clasificaron de Intermedias y los recuentos oscilaron entre 118  46 y 268  88 
ufc/m3. 
Con respecto a los recuentos de Staphylococcus sp, los resultados mostraron la 
existencia de variabilidad entre comedores. De entre los 8 comedores evaluados, 2 
presentaron niveles de contaminación superiores a 100 ufc/m3 en las tres zonas 
analizadas e incluso se hallaron recuentos en comedores que alcanzaron niveles 
promedio de hasta 156  113 ufc/m3. 
Se hallaron correlaciones significativas entre los niveles de contaminación por AEM 
comprobados en la zona de los fregaderos, con el grado de limpieza de las superficies 
de trabajo (r = 0,33) y la limpieza de los utensilios de cocina y los equipos (r = 0,32). 
Así, los recuentos de Staphylococcus sp procedentes de las áreas de procesado de 
alimentos se correlacionaron con las prácticas de manipulación (r = − 0,39), con la 
limpieza de los utensilios de cocina y los equipos (r = − 0,37) y con la higiene de las 
cocinas (r = − 0,36). Estos resultados sugieren la posible existencia de contaminación 
cruzada entre aire-manipuladores-superficies de contacto-alimento. 
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PUBLICACIÓN 2: SEGURIDAD MICROBIOLÓGICA DE ALIMENTOS 
LISTOS PARA EL CONSUMO SERVIDOS EN RESIDENCIAS GERIÁTRICAS 
EN ANDALUCÍA 
RESUMEN 
El presente estudio se realizó con el objeto de evaluar las condiciones higiénico-
sanitarias y las prácticas de manipulación de los alimentos en centros geriátricos de 
Andalucía; y de determinar la influencia de estos factores de riesgos sobre las 
condiciones microbiológicas e inocuidad de los platos de ensaladas y cárnicos cocidos 
RTE. Además, al igual que el estudio desarrollado en comedores escolares, se 
procedió a comprobar el estado microbiológico de las superficies de contacto con los 
alimentos y la calidad ambiental de las áreas más propensas a la contaminación de los 
alimentos. Finalmente, los datos obtenidos se utilizaron para proponer una serie de 
medidas correctoras conducentes a una mejora en la higiene y manipulación de los 
platos servidos en estos centros. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
El estudio se llevó a cabo durante el período de Septiembre de 2008 a Junio de 2009 y 
para ello se seleccionaron 6 centros geriátricos de Andalucía, y se planificaron 5 
visitas por centro. La selección se realizó en base al volumen de alimento diario 
(>250 comidas) y la presencia de personal experto en el control de la calidad de los 
alimentos.  
MUESTREO DE LOS ALIMENTOS 
Se tomaron 2 muestras de ensaladas o de productos cárnicos cocidos por visita para 
un total de 60 muestras (en función de la disponibilidad en los menús de cada uno de 
los platos). Entre las muestras ensaladas, se analizaron distintos tipos de platos (como 
ensalada de lechuga, ensaladas mixtas, ensalada de tomate, ensaladas basadas en 
mayonesa, ensalada de arroz y ensalada de legumbres). El momento de la toma de 
muestras, al igual que en el caso de los comedores escolares, se correspondió con los 
últimos platos servidos, de forma que los recuentos microbiológicos estuvieran 
relacionados con la contaminación antes del consumo. 
RESULTADOS 
CUESTIONARIOS (CHECKLISTS) 
De forma general, los resultados obtenidos en la primera parte de los cuestionarios 
(atributos medidos en escala de frecuencia con respuestas de si/no) demostraron 
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ciertas deficiencias en los hábitos de los manipuladores. Esto lo demuestra la 
frecuencia con la que se realizó el uso (23%) y el cambio de guantes (3%) en la 
mayoría de los geriátricos (Tabla 4, artículo publicado). El lavado de las manos fue 
otro de los atributos donde existieron diferencias significativas (p <0,05) entre los 
centros y en ocasiones no se observó esta actividad durante la etapa de preparación 
de alimentos. No obstante, se cumplió con el uso de los gorros y no se evidenció el 
uso de joyas en la mayoría de los centros. Las tablas de corte y los utensilios de 
cocina fueron aceptables y no se observó el uso de los delantales para limpiarse las 
manos, ni de un mismo paño para la limpieza de distintas superficies. 
En la segunda parte de las checklists (atributos medidos en escala semicuantitativa de 
04), los resultados se consideraron aceptables puesto que la mayoría de 
establecimientos superaron los 2 puntos. No obstante, se detectaron deficiencias en 
uno de los centros, con respecto a la limpieza de manos y guantes, la limpieza de los 
uniformes y la correcta manipulación de los alimentos.  
Los coeficientes de correlación de Pearson (r) revelaron correlaciones significativas 
(p <0,05) entre los atributos semicuantitativos de los cuestionarios (Tabla 3, artículo 
publicado). Las correlaciones más significativas se establecieron entre la higiene de 
las cocinas y el grado de limpieza de superficies (r = 0,791); y entre la limpieza de los 
uniformes y la limpieza de manos y guantes (r = 0,635). 
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE LOS ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO 
Los recuentos más elevados de AEM se hallaron en las muestras de ensalada de 
lechuga (>6 log ufc/g), mientras que para el resto de las ensaladas los recuentos 
estuvieron por debajo de 5 log ufc/g. Por su parte, los productos cárnicos cocidos 
presentaron recuentos promedios máximos de 4,2  2 log ufc/g. 
Las ensaladas de lechuga presentaron niveles de contaminación más altos por CT (5,4 
 0,2 log ufc/g) y por Staphylococcus coagulasa positivos (2,2  0,2 log ufc/g) en 
comparación con los productos cárnicos cocidos que presentaron niveles 
microbianos generalmente bajos, aunque se hallaron recuentos muy cercanos a 2 log 
ufc/g. 
E. coli sólo se detectó en las muestras de ensaladas (6,3%), concretamente en 
ensaladas mixtas y de lechuga, pero en la mayoría de los casos los recuentos se 
mantuvieron por debajo de 10 ufc/g. No se evidenció la presencia de patógenos en 
ninguna de las muestras analizadas. 
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Los registros de t/T indicaron que las materias primas fueron almacenadas a 5,6  
3,1ºC durante la estapa de recepción. Durante el procesado los alimentos alcanzaron 
Temperaturas de hasta 20,6  4,9ºC y durante el servicio alcanzaron los 14,1  4,3ºC. 
Además se hallaron correlaciones significativas entre los recuentos de AEM y el uso 
inadecuado del delantal para la limpieza de las manos (r = 0,376). Otro de los 
hallazgos fue la correlación que existió entre la presencia de E. coli en ensaladas y la 
limpieza de manos y guantes (r =  0,363) y el correcto lavado de las manos (r =  
0.401). 
CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA DE LAS SUPERFICIES EN CONTACTO CON LOS 
ALIMENTOS 
De forma global, las mesas de trabajo presentaron recuentos bajos de AEM y de 
Enterobacterias, en algunos centros se hallaron niveles superiores a los 10 y 2 
ufc/cm2, respectivamente. En las tablas de corte se evidenciaron recuentos de AEM 
superiores a 300 ufc/m2 y de Enterobacterias por debajo de 2 ufc/m2 en todos los 
casos. Para el caso de los fregaderos, los recuentos detectados fueron generalmente 
aceptables, aunque se obtuvieron niveles de AEM superiores a 15 ufc/m2. De entre 
todas las superficies analizadas, los grifos fueron las que presentaron mayores niveles 
de contaminación, tal y como se muestra en la Tabla 4 del artículo publicado.  
Se encontraron correlaciones significativas entre los recuentos de AEM y de 
Enterobacterias hallados en las tablas de corte y la limpieza de las superficies (r =  
0,478 y  0,473, respectivamente), y la correcta manipulación de los alimentos (r =  
0,400 y  0,580, respectivamente). Asimismo, los recuentos de Enterobacterias sobre 
las tablas de corte (r=  0,455) y los fregaderos (r=  0,430) estuvieron 
correlacionados de forma significativa con la higiene de las cocinas (p <0,05).  
CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AIRE 
Los recuentos de AEM estuvieron por debajo de 300 ufc/m3 en todas las zonas 
analizadas; no obstante fueron ligeramente más altos en las zonas de los fregaderos. 
Asimismo, los niveles más altos de S. aureus se hallaron en las zonas de los fregaderos 
y los comedores. Se establecieron correlaciones significativas entre los niveles de 
AEM y S. aureus hallados en las cocinas y la limpieza de manos y guantes (r =  0,46 
para AEM y r =  0,45 para S. aureus), y la higiene de las cocinas (r =  0,36 para 
AEM y r =  0,41 para S. aureus). 
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PUBLICACIÓN 3: CONDICIONES HIGIÉNICAS Y SEGURIDAD 
MICROBIOLÓGICA DE ALIMENTOS REFRIGERADOS LISTOS PARA EL 
CONSUMO SERVIDOS EN HOSPITALES DEL SUR DE ESPAÑA 
RESUMEN 
El presente estudio se realizó con el objeto de analizar microbiológicamente los 
platos refrigerados de ensalada de lechuga y cárnicos cocidos RTE servidos en varios 
hospitales de Andalucía. Al igual que en los estudios realizados en comedores 
escolares y centros geriátricos, se evaluaron las prácticas de manipulación de los 
alimentos, el nivel de contaminación de las superficies de trabajo y del ambiente de 
las zonas de procesado y se llevó a cabo la valoración de los perfiles de t/T de 
refrigeración de los alimentos desde su recepción hasta el servicio a los 
consumidores. Los resultados obtenidos ayudaron a una mejor definición de las 
medidas de control a adoptar en estos establecimientos.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
El estudio se realizó en 5 hospitales de Andalucía durante el período de Junio de 
2008 a Septiembre de 2009. Los hospitales se seleccionaron de acuerdo al volumen de 
comida diaria (>1,000 comidas/día) y la presencia de personal experto en control de 
la calidad de los alimentos. Se realizaron un total de 5 visitas/centro.  
MUESTREO DE LOS ALIMENTOS 
Se tomaron 3 muestras tanto de ensalada de lechuga y como de jamón cocido  para 
un total de 30 muestras por centro/por visita (15 muestras por cada alimento). El 
momento de la toma de muestras, al igual que los estudios realizados en los 
anteriores centros, se correspondió con los últimos platos servidos, de forma que los 
recuentos microbiológicos estuvieran relacionados con la contaminación antes del 
consumo. 
Como se mencionó en la Publicación 1, los alimentos se analizaron para diferentes 
microorganismos indicadores. Para el caso de los hospitales, se consideraron los 
criterios relativos a los niveles de Staphylococcus coagulasa positivos indicados en la 
Guía de la Agencia para la Protección de la Salud del Reino Unido (HPA, 2009) 
(Riesgo Bajo de contaminación: <20 ufc/g, Moderado: entre 20 y 104 ufc/g y Alto > 
104 ufc/g). 
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CRITERIOS DE REFERENCIA TOMADOS PARA DETERMINAR EL GRADO DE CONTAMINACIÓN 
DE LAS SUPERFICIES DE TRABAJO EN CONTACTO CON LOS ALIMENTOS 
La higiene de las superficies se evaluó de acuerdo a las normas microbiológicas 
indicadas por Dancer (2004). Se consideraron aceptables aquellas superficies con 
recuentos de AEM inferiores a 5 ufc/cm2 y Enterobacterias inferiores a 1 ufc/cm2.  
SEGUIMIENTO DEL TIEMPO/TEMPERATURA DE LOS PLATOS DESDE LA RECEPCIÓN HASTA EL 
CONSUMO 
La Temperatura de los alimentos estudiados se midió con un termómetro equipado 
con una sonda especial para alimentos sólidos (HI 95809-1, Hanna Instruments, 
USA). Se efectuó la monitorización de los t/T de cada una de las etapas previas al 
consumo del plato. Para ello se confeccionó un diagrama de flujo en el que se 
dividieron las mediciones en 6 etapas: 1ª EtapaRecepción (t1/T1); 2ª 
EtapaAlmacenamiento en cámaras frigoríficas (t2/T2); 3ª EtapaProcesado (t3/T3); 4ª 
EtapaPreparación de las bandejas o del alimento (t4/T4);  5ª Etapa Distribución 
(t5/T5); 6ª EtapaServicio al último paciente (t6/T6). Cabe destacar que las mediciones 
se realizaron al final de cada etapa (Figura 1, del artículo publicado). 
RESULTADOS 
De forma general, los resultados de los cuestionarios indicaron una variabilidad en 
las prácticas de manipulación y las condiciones de higiene de los hospitales 
estudiados.  
Los valoraciones obtenidas a partir de los atributos de frecuencias arrojaron que en 
todos los hospitales se cumplió con el uso de gorros y de equipos y utensilios 
adecuados, no obstante el uso y cambio de guantes varió significativamente entre los 
centros (p <0,05). Cabe destacar que se evidenciaron hábitos inadecuados por parte 
de los manipuladores, como el uso de joyas, de los delantales para limpiarse las 
manos y de un mismo paño para limpiar diferentes superficies. La segunda parte del 
cuestionario relacionada con los atributos semicuantitativos indicó que existieron 
ciertas deficiencias en cuanto a las condiciones higiénico-sanitarias y las prácticas de 
manipulación de los alimentos, lo cual se tradujo en que sólo dos hospitales 
alcanzaron las mejores puntuaciones (en torno a los 20 puntos). Se evidenciaron 
correlaciones entre la limpieza de las superficies de trabajo y la higiene de las cocinas 
(r = 0,83) que a su vez se relacionaron con la correcta manipulación de los alimentos 
y la limpieza de equipos y utensilios de cocina (Tabla 4, artículo publicado). 
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CONDICIONES MICROBIOLÓGICAS DE LAS MUESTRAS DE ENSALADA DE LECHUGA Y JAMÓN 
COCIDO  
Los resultados de los análisis microbiológicos se representan en la Figura 2 del 
artículo publicado.  
En las muestras de ensaladas de lechuga los niveles de AEM estuvieron por debajo de 
5 log ufc/g. Los recuentos de CT no superaron los 4 log ufc/g y oscilaron desde 1,05  
0,65 log ufc/g hasta >3 log ufc/g. Los recuentos de Staphylococcus coagulasa positivos 
no superaron los 4 log ufc/g y el nivel promedio más alto fue de 1,60  0,64 log ufc/g.  
Las muestras de jamón cocido presentaron recuentos promedio más bajos de AEM y 
CT (en este caso menores de 1 log ufc/g). Sin embargo, los niveles de contaminación 
por Staphylococcus coagulasa positivos fueron más altos, probablemente 
relacionados con fenómenos de contaminación cruzada durante la manipulación y/o 
distribución del producto. Todas las muestras de jamón cocido presentaron un riesgo 
Moderado de contaminación por Staphylococcus coagulasa positivos ya que los 
recuentos superaron las 20 ufc/g (HPA, 2009); incluso hubo casos donde las muestras 
presentaron recuentos superiores de 2 log ufc/g. Los coeficientes de correlación 
indicaron una correlación negativa entre la limpieza de las manos y guantes y la 
concentración final de Staphylococcus coagulasa positivos en las muestras de jamón 
cocido, lo que corrobora la relación que hay entre la presencia del microorganismo y 
las condiciones de higiene durante la manipulación y distribución. 
E. coli se aisló de cinco muestras de ensalada de lechuga y los recuentos fueron 
inferiores a 10 ufc/g. No se detectaron patógenos como Listeria monocytogenes y 
Salmonella sp en ninguna de las muestras.  
CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA DE LAS SUPERFICIES DE CONTACTO CON LOS 
ALIMENTOS 
Las superficies de trabajo también presentaron recuentos variables, lo que sugirió 
que los procedimientos de limpieza no fueron regulares (Tabla 5 del artículo 
publicado).  
En la mayoría de los hospitales, las mesas de trabajo presentaron recuentos promedio 
de AEM inferiores a 5 ufc/cm2; correspondiéndose el recuento más alto con 5,75  
1,32 ufc/cm2. Asimismo, los recuentos de Enterobacterias no superaron 1 ufc/cm2.  
De las superficies analizadas, las tablas de corte presentaron los recuentos 
microbianos más altos. Los resultados del estudio arrojaron recuentos altos de AEM 
(95,50  7,24 ufc/cm2) y de Enterobacterias (entre 1,05  1,02 y 6,76  3,39 ufc/cm2), 
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ello cual indica que las condiciones de limpieza e higiene de estas superficies no 
fueron adecuadas. Así, existieron correlaciones negativas entre los niveles de 
contaminación hallados por AEM y Enterobacterias en las tablas de corte, y la 
limpieza de los equipos y utensilios de cocina (r= 0,64 y  0,65, respectivamente), 
así como con la higiene de las cocinas (r=  0,73 y  0,74, respectivamente). 
Los recuentos de AEM hallados en fregaderos se consideraron aceptables para la 
mayoría de los hospitales, sólo en un hospital se hallaron recuentos mayores de 5 
ufc/cm2. Los grifos presentaron recuentos promedio de AEM entre 8,51  8,13 y 
20,89  8,13 ufc/unidad y de Enterobacterias entre 1  1,02 y 2,04  2,19 ufc/unidad. 
No se hallaron diferencias significativas entre los recuentos hallados en fregaderos y 
grifos (p >0,05). 
CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AIRE 
Los resultados fueron muy variables, probablemente a la distribución heterogénea de 
los microorganismos en el ambiente de las zonas evaluadas. Más del 20% de las 
muestras se clasificaron como Deficientes (>300 ufc/m3), mientras que el 73,33% se 
consideraron de Intermedias. Se observaron diferencias significativas (p <0,05) entre 
los recuentos hallados en la zona de las cocinas que alcanzaron valores de 374,67  
165,72 ufc/m3. Los niveles de contaminación por S. aureus no variaron 
significativamente entre los hospitales, y en zona de las cocinas (63,33  24,31 
ufc/m3) y los fregaderos (54,67  34,08 ufc/m3) se evidenciaron los recuentos 
promedios más altos. 
MONITORIZACIÓN DE LOS TIEMPOS/TEMPERATURAS DE LAS MUESTRAS DE ENSALADAS DE 
LECHUGA Y JAMÓN COCIDO  
El tiempo total utilizado desde la recepción de la materia prima hasta la distribución 
de los alimentos varió significativamente entre 1050h para todos los hospitales 
evaluados. En todos los casos, el tiempo transcurrido entre el procesado y la 
distribución de los alimentos preparados fluctuó entre 34h. La Temperatura de los 
alimentos incrementó a partir de la etapa de procesado y las ensaladas de lechuga se 
sometieron a Temperaturas ligeramente más altas que el jamón cocido, con 
oscilaciones entre 1220ºC. 
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PUBLICACIÓN 4: ESTUDIOS DE PROBABILIDAD Y TIEMPO DE 
CRECIMIENTO DE SEROTIPOS PATÓGENOS DE ESCHERICHIA COLI 
MEDIANTE TÉCNICAS TURBIDIMÉTRICAS 
RESUMEN 
En los estudios realizados en los establecimientos de restauración colectiva de 
comedores escolares centros geriátricos y hospitales se demostró la presencia de 
Escherichia coli en ensaladas vegetales RTE. Estos resultados fueron el punto de 
partida para el desarrollo del presente estudio que tuvo como objetivos, evaluar la 
cinética de crecimiento de 4 serotipos patogénicos de E. coli (O55:H6, O59:H21, 
O158:H23 y O157:H7) en caldo, en función de los factores medioambientales como 
el nivel de inóculo, la Temperatura, el pH y la aw; seleccionar el serotipo de E. coli de 
mayor resistencia para desarrollar los modelos de Probabilidad de crecimiento; y 
describir el comportamiento cinético del serotipo en cuestión mediante la 
cuantificación de los tiempos de detección. La presente Publicación proporciona una 
visión del comportamiento de E coli bajo determinadas condiciones 
medioambientales, a la vez que puede constituir una base científica para la toma de 
desiciones en una industria alimentaria.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
El estudio se dividió en tres etapas fundamentales:  
ESTUDIO PRELIMINAR DEL COMPORTAMIENTO DE LOS SEROTIPOS PATOGÉNICOS DE E. COLI 
MEDIANTE MEDICIONES TURBIDIMÉTRICAS.  
Los serotipos utilizados fueron proporcionados por la Colección Española de Cultivos 
Tipo (CECT) y fueron aislados de alimentos contaminados.  
 E. coli O55:H6 (NCTC 8959) 
 E. coli O59:H21 (ATCC 10536) 
 E. coli 158:H23 (NCTC 10974) 
 E. coli O157:H7 (ATCC 35150) 
El estudio de los serotipos de E. coli se efectúo en caldo de Triptona Soya (TSB, 
Oxoid), teniendo en cuenta tres Temperaturas de incubación (8, 12 y 16ºC), dos 
niveles de pH (7,0 y 5,5), dos niveles iniciales de contaminación (2 y 4 log ufc/ml) y 
un valor único de aw (0,997). Se estudiaron un total de 12 condiciones por serotipo, y 
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se sembraron tres réplicas por condición en Agar Triptona Bilis-X Glucorónido 
(TBX, Oxoid).  
El crecimiento de las cepas de E. coli  se monitorizó a través del espectrofotómetro 
Bioscreen C (Labsystems, Finlandia) a 600nm durante 30 días. Para ello se 
utilizaron placas microtiter de 10x10 pocillos, que se prepararon a razón de 200l de 
caldo de TSB/50l de inóculo. En aquellos pocillos donde hubo una turbidez del 
medio se consideraron como positivos (crecimiento), mientras que en aquellos donde 
no se apreció o no hubo una turbidez completa, se comprobaron mediante la siembra 
en Agar de recuento en placa (PCA); en estos casos se consideró crecimiento si 
existía un aumento de 1 log ufc/ml con respecto al nivel de inóculo inicial. 
SELECCIÓN DEL SEROTIPO MÁS RESISTENTE Y ESTUDIO DE PROBABILIDAD DE CRECIMIENTO  
A través del Bioscreen C se obtuvieron los valores de absorbancia (ABS) con 
respecto al tiempo. A la ABS de los pocillos inoculados se le restó la ABS de los no 
inoculados llamados “blancos” (alrededor de 0,10 unidades) obteniéndose los datos 
necesarios para la representación de las curvas de crecimiento. El modelo Primario 
de Baranyi y Roberts (1994) se ajustó a los datos de crecimiento de ABS mediante el 
programa DMFit (v.2.1Instituto de Investigación de alimentos, Norwich, UK), para 
la obtención de los parámetros cinéticos como tasa de absorbancia (abs,h-1) y el 
tiempo de latencia (λabs, h). El análisis de varianza (SPSS v. 9.0Chicago, Illinois, 
USA) y la prueba F, se utilizaron para evaluar el efecto individual de los diferentes 
factores (Temperatura, pH y nivel de inóculo) sobre los parámetros de crecimiento 
obtenidos. La selección del mejor serotipo se realizó en base a la mayor velocidad de 
crecimiento en condiciones óptimas y su mejor adaptación en condiciones limitantes 
y fue elegido para realizar los modelos de Probabilidad de crecimiento (C/NC). 
Para el establecimiento de los modelos Probabilidad de crecimiento, se utilizó un 
Diseño Factorial Completo teniendo en cuenta 3 valores de Temperatura (8, 12 y 
16ºC) y 3 niveles de inóculo (4; 3 y 2 ufc/ml) en función de 9 niveles de pH (7,05,0) 
y 5 valores de aw (0,9970,960). Los datos se identificaron como 1 y 0 en función de 
si se observó o no crecimiento, estableciéndose como punto de corte de C/NC el 
criterio de P = 0,01. Las variables independientes (pH y aw) fueron escaladas (pH* y 
aw*) en un rango entre 0,10,9 para homogenizar las varianzas y evitar las diferencias 
de magnitud entre ellas (Ecuación 1, artículo publicado) y se relacionaron con la 
Probabilidad de crecimiento (P) mediante un modelo Secundario polinómico de 
Regresión Logística (Ecuación 2, artículo publicado).  
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Se obtuvieron 9 modelos de Regresión Logística que fueron ajustados por el 
programa estadístico SPSS (v. 15.0, Chicago, Illinois, USA). La bondad de ajuste de 
los modelos se evalúo a través de los índices de error: R2 (coeficiente de 
determinación), la prueba estadística de HosmerLemeshow y el coeficiente c (% de 
casos correctamente clasificados por el modelo) con el objeto de determinar el ajuste 
de los datos observados a las predicciones generadas por los modelos.  
CÁLCULO DE LOS TIEMPOS DE DETECCIÓN (td)  
Se calculó el td en aquellas condiciones donde se observó el crecimiento de E. coli, 
teniendo en cuenta que el td es el tiempo necesario para que la población microbiana 
alcance una concentración correspondiente con un nivel mínimo detectable de ABS, 
conocido como límite de detección. El límite de detección se estableció a partir de 
las medidas de ABS generadas en Bioscreen C como la suma del promedio de los 
valores de los blancos más 3 veces su desviación estándar (Vermeulen y col., 2007). 
La variabilidad de los valores de td se cuantificó por medio de la desviación estándar 
representada a través de histograma para cada una de las Temperaturas utilizadas.  
RESULTADOS 
INVESTIGACIÓN DE LOS SEROTIPOS DE E. COLI 
En la primera fase del estudio, los resultados demostraron diferencias significativas 
respecto a la cinética de crecimiento, entre los serotipos estudiados (Tabla 1, artículo 
publicado).  
A 8ºCpH 5,5, el serotipo de E. coli O59:H21 no fue capaz de crecer mientras que E. 
coli O157:H7 sólo lo hizo a 4 log ufc/ml, ello significa la posible influencia del nivel 
de inóculo sobre abs. Los serotipos mejor adaptados fueron E. coli O158:H23 y 
O55:H26 capaces de crecer a las dos concentraciones de inóculo estudiadas.  
En términos generales, los serotipos O158:H23 y O157:H7 mostraron un crecimiento 
más rápido que los demás. El crecimiento de ambos serotipos fue ligeramente 
influenciado por el pH (5,50) a Temperaturas de 8 y 12ºC, lo cual sugiere que la 
acción conjunta de las bajas Temperaturas y el estrés ácido se traducen en valores 
bajos de abs.  
Por otro lado, la influencia individual de los factores como la Temperatura, el pH y 
nivel de inóculo sobre los parámetros de crecimiento de ABS, fue expuesto en la 
Tabla 2 del artículo publicado. 
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El análisis de varianza arrojó que los valores de Temperatura utilizados influyeron  
significativamente sobre el crecimiento de los serotipos, pero no así para E. coli 
O157:H7 donde no hubo diferencias significativas (p >0,05). Cabe señalar que en 
condiciones limitantes para el crecimiento (8ºC) todos los serotipos mostraron 
diferencias significativas respecto a λabs.  
De entre todos los serotipos estudiados, E. coli O158:H23 presentó un crecimiento 
más rápido y mejor adaptación a condiciones de estrés y por tanto fue la cepa 
seleccionada para el desarrollo de los modelos de C/NC.  
MODELOS DE PROBABILIDAD DE CRECIMIENTO. 
La Figura 1 del artículo publicado, muestra las respuestas de C/NC de la cepa de E. 
coli O158:H23 teniendo en cuenta la aw frente al pH, a las Temperaturas y niveles de 
inóculo estudiados.  
Las estimaciones del modelo de Regresión Logística indicaron que a 8ºC y pH 5,00, 
no hubo crecimiento de E. coli O158:H23 bajo ninguna condición de aw y nivel de 
inóculo. Sin embargo, el crecimiento ocurrió a medida que aumentaron los niveles 
de pH (>5,25) y aw (>0,990). A 12 y 16ºC, el crecimiento se observó a niveles bajos de 
pH (5,0012 y 16ºC) y de aw (0,98012ºC y 0,97016ºC).  
Los resultados estadísticos revelaron que existió una bondad de ajuste razonable de 
los datos estimados por el modelo a los datos de crecimiento observados de la cepa E. 
coli O158:H23 (Tablas 3 y 4 del artículo publicado).  
Por otra parte, se demostró que el nivel de inóculo afectó sustancialmente al pH 
mínimo de crecimiento (Figura 2, del artículo publicado). Bajo las condiciones de 
8ºCaw 0,990, el pH mínimo de crecimiento fue menor (4 log ufc/mlpH 5,33; 2 log 
ufc/mlpH 5,54). Por el contrario, a 12ºCaw 0,980 y a 16ºCaw 0,970, el pH mínimo 
de crecimiento aumentó para todos los niveles de inóculos. Esto significa que el 
efecto de la Temperatura y la aw  es más fuerte en el rango de 812ºC que para el 
rango de 1216ºC.  
EFECTOS DE LOS FACTORES AMBIENTALES SOBRE LOS VALORES DEL TIEMPO DE DETECCIÓN  
En la tercera fase del estudio, el crecimiento cinético de la cepa fue descrito 
mediante el uso de los valores del td (h). En resumen, el td aumentó a niveles bajos de 
Temperatura, pH y aw. A mayor Temperatura (16ºC) la influencia del pH fue menor 
en el rango desde 7,0/5,25 puesto que el td  fluctuó entre 32,20/45,57h, mientras que 
en el rango de 5,25/5,0 el td aumentó a 72,52 h. A 12ºC se observó un incremento 
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significativo del td a partir de los valores de pH 5,50/5,0 (118,26/375,19h). A 8ºC el 
incremento se observó desde valores de pH 5,75/5,25 (231,12327,92h). Asimismo, 
se observó una mayor variabilidad de los td a Temperaturas de 8 y 12ºC y niveles bajo 
de pH.  
Cabe destacar la marcada influencia del nivel de inóculo inicial sobre el td cuando las 
condiciones son más limitantes para el crecimiento. A 8ºCpH 5,50 y valores de aw 
desde 0,999 a 0,990, se produjo un incremento del td de 8,53h (4 log ufc/ml), de 
52,59h (3 log ufc/ml) y de 85,57h (2 log ufc/ml). Nuestro estudio demostró que a 
16ºCpH 7aw 0,997, el td se mantuvo entre 29,16 y 36,48h, lo cual indica que bajo 
condiciones favorables el nivel de inóculo tiene muy poco efecto sobre el td  
La variabilidad obtenida en los valores de td a 8ºC reflejó en una mayor dispersión de 
los datos representados en los histogramas (Figura 4, del artículo publicado). Ello 
sugiere que las Temperaturas cercanas a las de refrigeración provocan una mayor 
variabilidad en el comportamiento de E. coli. 
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DEVELOPMENT OF A RISK-BASED METHODOLOGY FOR ESTIMATING 
SURVIVAL AND GROWTH OF ENTEROPATHOGENIC ESCHERICHIA 
COLI ON ICEBERG-LETTUCE EXPOSED AT SHORT-TERM STORAGE IN 
FOODSERVICE CENTERS 
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PUBLICACIÓN 5: DESARROLLO DE UNA METODOLOGÍA BASADA EN 
EL RIESGO PARA LA ESTIMACIÓN DE LA SUPERVIVENCIA Y 
CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI EN LECHUGA ICEBERG 
SERVIDA EN ESTABLECIMIENTOS DE RESTAURACIÓN COLECTIVA 
BAJO UN LIMITADO ALMACENAMIENTO 
RESUMEN 
El presente estudio se realizó como continuidad de la Publicación 4 y valoró el 
comportamiento de la cepa de E. coli O158:H23 en lechuga iceberg bajo 
determinadas condiciones mediambientales, mediante el uso de métodos alternativos 
de estimación. Así, el presente estudio se desarrolló con el objeto de evaluar el 
crecimiento de la cepa de E. coli O158:H23 en lechuga iceberg expuesta a cortos 
períodos de almacenamiento a través de la estimación del incremento logarítmico 
(logdiff) a diferentes niveles de contaminación; estimar el comportamiento de la cepa 
a Temperaturas estáticas mediante la aplicación de modelos predictivos; y estimar la 
variabilidad del crecimiento potencial de la cepa bajo los perfiles dinámicos de t/T de 
almacenamiento, procesado y distribución hallados en los servicios de restauración 
de comedores escolares, centros geriátricos y hospitales mediante el método de 
simulación MonteCarlo.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
CEPA BACTERIANA Y CONDICIONES DE CULTIVO 
La cepa de E. coli O158:H23 (NCTC 10974) fue seleccionada dentro de un grupo de 
cepas patogénicas, por ser más resistente a condiciones severas para el crecimiento, 
tal y como se describió en la Publicación 4. Se utilizó un cultivo liofilizado de E. coli 
O158:H23 (NCTC 10974) facilitado por la Colección Española de Cultivos Tipo 
(CECT, Burjassot, Valencia, España). El cultivo se rehidrató siguiendo las 
indicaciones del fabricante.  
Para el cultivo de la cepa se utilizó el caldo de Triptona Soja (TSB, Oxoid) y el Agar 
Triptona Bilis-X Glucuronido (TBX, Oxoid) como medio selectivo para el recuento 
microbiano. Tres días antes del experimento, la cepa se cultivó en 9ml de TSB e 
incubó a 37ºC/24h. Posteriormente, se realizó un segundo pase de la cepa 
transfiriéndose 0,1ml a un tubo de 9ml de TSB, incubándose de nuevo a 37ºC/24h. Al 
final de este periodo, el cultivo se incubó en frascos con 50ml de TSB a 37ºC/18h, de 
modo que el microorganismo alcanzó la fase estacionaria temprana.  
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
Para el desarrollo del estudio se utilizaron bolsas de 200g de lechuga iceberg. Se 
planificaron tres niveles de contaminación inicial (4,5, 3,5 y 2,5 log ufc/g) y el 
crecimiento se evalúo por un periodo de 6h que a su vez se dividió en 6 intervalos de 
análisis (30, 60, 90, 120, 180 y 360min) en los que se tomaron 2 muestras de lechuga 
inoculadas con un peso de 10g y se sembraron por triplicado en TBX, incubándose a 
44ºC/1824h. Los experimentos se llevaron a cabo a 5 Temperaturas de incubación 
(8, 12, 16, 20 y 24ºC).  
INOCULACIÓN DE LA CEPA DE E. COLI O158:H23 EN LECHUGA ICEBERG LISTA PARA EL 
CONSUMO 
Una vez que la cepa alcanzó su fase estacionaria en 50ml de TSB, se tomó 1 ml del 
cultivo y se realizaron diluciones seriadas en solución salina fisiológica (0,85%) para 
finalmente inocular los 10g de lechuga con100l de inóculo que se distribuyeron al 
azar por toda la superficie de la muestra. La lechuga inoculada se almacenó bajo 
condiciones de aerobiosis a las Temperaturas planificadas. Las Temperaturas se 
monitorizaron mediante un data logger (Fourier MicroLogPROEC700, US) 
equipado con un sensor externo (DT132) (rango: -50100ºC) y los registros se 
procesaron mediante el programa de Excel Microlab 3.6.2 (Microsoft Corporation). 
La Temperatura interna del alimento se tomó mediante la inserción del sensor en 
una bolsa de lechuga control. 
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO 
El análisis microbiológico de las muestras control (no inoculadas) y las muestras 
inoculadas se efectúo de acuerdo a la norma ISO 16649-2, 2001.  
RECOPILACIÓN DE DATOS DE T/T EN ESTABLECIMIENTOS DE RESTAURACIÓN COLECTIVA  
Los datos de t/T fueron recogidos por el personal técnico de cada centro (8 
comedores, 6 geriátricos y 5 hospitales). Las mediciones se realizaron mediante la 
inserción de un termómetro equipado con una sonda especial (HI 95809‐1, Hanna 
Instruments, Woonsocket, UK) en las ensaladas de lechuga. Se estableció un tiempo 
máximo de 6h (desde el procesado hasta la distribución del alimento) y se tomaron 
diariamente tres parejas de datos de t/T por centro, generando 30, 40 y 48 parejas de 
datos respectivamente para un total de 240 mediciones.  
4.Resultados 203 
 
Condiciones higiénico-sanitarias de establecimientos de restauración colectiva y seguridad 
microbiológica de platos de ensalada y cárnicos cocidos dirigidos a poblaciones de riesgo 
 
Los datos de t/T se tomaron de tres etapas fundamentales: 
1. Refrigeración de la materia prima; 
2. Almacenamiento en cámaras frigoríficas del alimento procesado;  
3. Distribución. 
 
PROCESADO DE DATOS Y DESARROLLO DE LOS MODELOS PREDICTIVOS  
Se calcularon los valores de incremento logarítmico (logdiff) a cada una de las 
condiciones de Temperatura mediante la Ecuación 1 del artículo publicado. 
Se desarrolló un Modelo de Regresión Polinomial para cada nivel de inóculo (4,5; 3,5 
y 2,5) con el objeto de describir la relación entre los valores de logdiff  y la 
Temperatura; y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis permitió evaluar las 
diferencias significativas entre los valores de logdiff  para cada Temperatura (Ecuación 
2, del artículo publicado).  
Para la estimación del crecimiento potencial de E. coli bajo las condiciones de t/T 
recopiladas de cada uno de los centros, se calculó un término denominado tiempo-
Temperatura Equivalente (TTE) aplicado por Rosset y col. (2004). A partir de los 
datos de t/T recopilados se calculó la Temperatura estática efectiva (Teff) para cada 
perfil dinámico de t/T. Una vez calculado el parámetro, con ayuda de los modelos de 
Regresión desarrollados se calculó el logdiff mediante la utilización de Teff  en la 
Ecuación 2 del artículo publicado. Los valores calculados de Teff  se integraron 
posteriormente dentro del modelo Secundario de Raíz Cuadrada validado por Koseki 
e Isobe (2005) en lechuga iceberg para así poder estimar el crecimiento de E. coli 
bajo las condiciones dinámicas de t/T.  
MODELO ESTOCÁSTICO 
Los datos de t/T fueron ajustados a varias distribuciones estadísticas mediante el 
software ModelRisk v 4.3 (Vose Consulting, Bélgica) combinando la información 
obtenida y los datos procedentes de expertos. La bondad de ajuste de estos datos se 
evalúo usando el criterio de información de Akaike (AIC), donde un valor negativo 
alto de AIC indica un mejor ajuste de datos.  
Se utilizó una distribución normal para describir los datos de Temperatura, mientras 
que las distribuciones uniformes, triangulares y exponenciales se ajustaron a los 
valores de tiempo obtenidos. Las distribuciones mejor ajustadas describieron las 
condiciones de mantenimiento de las ensaladas de lechuga durante el 
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almacenamiento, procesado y distribución y se usaron como variables de entrada del 
modelo de simulación. La variable de salida del modelo, logdiff, se calculó mediante el 
método de simulación MonteCarlo (10,000 iteraciones) usando el software Model 
Risk v4.3. 
RESULTADOS 
CRECIMIENTO DE E. COLI O158:H23 EN LECHUGA ICEBERG LISTA PARA EL CONSUMO A 
TEMPERATURAS ESTÁTICAS 
Como era de esperar, el crecimiento de E. coli O158:H23 varió en función de la 
Temperatura de almacenamiento estudiada (Figura 1, artículo publicado).  
Los resultados obtenidos a Temperaturas estáticas indicaron que el mantenimiento 
de la lechuga a 8ºC redujo ligeramente el crecimiento de la población de E. coli (−0,4 
a −0,5 log ufc/g) a partir de 3h hasta el final del estudio, mientras que el 
crecimiento se observó a Temperaturas entre 1224ºC. 
Las Temperaturas superiores a 16ºC produjeron un incremento de la población de 
hasta 1 log ufc/g, incluso a partir de los niveles iniciales de contaminación más bajos. 
De hecho, a 24ºC los niveles de contaminación ascendieron a 5,9 ± 0,1 log ufc/g (a 
nivel de inóculo inicial de 4,5 log ufc/g), 4,9 ± 0,03 (a nivel de inóculo inicial de 3,5 
log ufc/g) y 3,4 ± 0,04 (a nivel de inóculo inicial de 2,5 log ufc/g). El modelo de 
Regresión Polinomial describió una buena correlación para los tres niveles de 
inóculo (R2 0,88). Las ecuaciones generadas fueron utilizadas por el modelo de 
simulación para estimar logdiff teniendo en cuenta los perfiles dinámicos obtenidos en 
los establecimientos de restauración colectiva estudiados 
Los valores del logdiff se compararon con las estimaciones obtenidas por los modelos 
Terciarios PMP y ComBase Predictor y las predicciones a 8, 12 y 16ºC se 
aproximaron a las proporcionadas por dichos modelos; sin embargo, ComBase 
Predictor proporcionó estimaciones más conservadoras a 20 y 24ºC ya que estimó un 
logdiff de E. coli O158:H23 en lechuga iceberg de 0,5 log ufc/g superior al valor 
observado. 
MODELO DE SIMULACIÓN: CRECIMIENTO DE E. COLI A DIFERENTES ESCENARIOS DE T/T EN 
LOS ESTABLECIMIENTOS DE SERVICIO DE ALIMENTOS 
Los estadísticos descriptivos de t/T recogidos en los diferentes centros se presentan 
en la Tabla 3 del artículo publicado. Las Temperaturas promedio de almacenamiento 
variaron desde 4,5ºC hasta >10ºC en las cámaras frigoríficas de los hospitales y los 
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centros geriátricos estudiados. Por otro lado, los valores mínimos y máximos de 
Temperatura durante el procesado y distribución estuvieron entre 12,6 y 29ºC. 
Las distribuciones estadísticas para la Teff  obtenida de los diferentes centros 
(comedores escolares, centros geriátricos y hospitales) se representan en la Figura 3 
del artículo publicado. Se pudo comprobar que los hospitales tuvieron un valor 
inferior de Teff y de tiempo de distribución, de los platos de ensalada, en comparación 
con los centros geriátricos y comedores escolares.  
Los resultados del modelo de simulación para los comedores escolares y centros 
geriátricos mostraron diferencias sustanciales entre los niveles de inóculo de E. coli. 
Las predicciones generadas para los comedores escolares dieron como resultado que 
no existió crecimiento de E. coli en el 47,8% de los casos con un nivel de inóculo de 
4,5 log ufc/g, mientras que el porcentaje incrementó (75,6%) cuando se asumió un 
nivel de inóculo más bajo (3,5 log ufc/g). Para el caso de los centros geriáticos se 
comprobaron resultados similares, donde los porcentajes aumentaron a 32,2% y 
62,3% bajo los niveles de contaminación inicial de 4,5 y 3,5 log ufc/g, 
respectivamente. En cambio, para los hospitales los porcentajes de no crecimiento 
superaron el 90% para los tres niveles de inóculo estudiados. No se estimó 
crecimiento en el 98% de los casos a un nivel más bajo (2,5 log ufc/g), lo cual indica 
la importancia de controlar la carga microbiana inicial de la materia prima en la fase 
de recepción.  
Las distribuciones de probabilidad de logdiff para cada uno de los centros evaluados se 
representan en la Figura 4 del artículo publicado. Como se puede observar bajo un 
nivel de inóculo de 2,5 log ufc/g se produjo un sesgo hacia la izquierda de las 
distribuciones debido a que los valores obtenidos se acercaron más a 0. Para el caso 
de los hospitales y centros geriátricos existieron diferencias significativas entre los 
distintos niveles de inóculo estudiados (p <0,05), pero no así para los comedores 
escolares (p >0,05). 
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PUBLICACIÓN 6: EFECTO DE LAS CONDICIONES DE PRE-
INCUBACIÓN SOBRE EL CRECIMIENTO SUPERVIVENCIA DE 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN FIAMBRE DE PECHUGA DE POLLO 
CORTADO EN LONCHAS 
RESUMEN 
En los estudios realizados en centros geriátricos y hospitales se evidenciaron 
recuentos notables de S. aureus en las muestras de cárnicos cocidos RTE. Partiendo 
de esta base, la presente Publicación 6 se realizó con el objeto de evaluar el 
comportamiento de una cepa enterotoxigénica de S. aureus (ATCC 13565) en 
fiambre de pechuga de pollo cortado en lonchas, almacenadas a 10 y 20ºC, sometida 
previamente a 6 condiciones diferentes de pre-incubación en caldo (10ºC/pH 
6,5/aw0,997; 15ºC/pH 6,5/aw0,997; 15ºC/pH 5,5/aw 0,997; 15ºC/pH 6,5/aw 0,960; 
37ºC/pH 6,5/aw 0,997 y 37ºC/pH 5,5/aw 0,960); y comprobar su capacidad para 
producir enterotoxina A (SEA) bajo las condiciones de almacenamiento antes 
mencionadas. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
CEPA BACTERIANA Y PREPARACIÓN DE INÓCULO 
Se utilizó un cultivo liofilizado de S. aureus (ATCC 13565) facilitado por la 
Colección Española de Cultivos Tipo (CECT, Burjassot, Valencia, España). El cultivo 
se rehidrató según las indicaciones del fabricante. Para el cultivo de la cepa se utilizó 
el caldo Infusión cerebro corazón (BHI, Oxoid) y el Agar Baird Parker (BP, Oxoid) 
como medio selectivo para el recuento microbiano. Tres días antes del experimento 
la cepa se cultivó en 10ml de BHI e incubó a 37ºC/24h. Luego se realizaron cultivos 
diarios a razón de 0,1ml en 10ml del caldo a igual Temperatura y tiempo de 
incubación. Al final del período se realizaron diluciones decimales seriadas en BHI 
para proceder a la inoculación del caldo modificado.  
PREPARACIÓN DEL CALDO DE CULTIVO MODIFICADO Y CONDICIONES DE PRE-INCUBACIÓN 
Antes de inocularse en el cárnico, S. aureus se sometió a 6 condiciones diferentes de 
pre-incubación en caldo BHI. El nivel de inóculo se ajustó en el Bioscreen C a 
600nm según el procedimiento seguido por Valero y col (2009).  
El caldo de BHI (50ml) se modificó, mediante la adición de Cloruro sódico (50 g/L) 
(NaCl, Panreac 131659, Barcelona, España) y de Ácido clorhídrico (1M) (HCl, 
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Panreac 181021, Barcelona, España) para ajustar los valores de aw y pH, 
respectivamente. Ambas condiciones se comprobaron mediante un higrómetro de 
punto de rocío (Decagon Devices, Inc., Pullman, Washington, USA) y un pH/mv 
metro (Basic 20Crison, Barcelona, España). Luego, se esterilizó a 121ºC/15min y de 
nuevo se comprobaron los valores de aw y pH. 
Se planificó depositar una alícuota de 1ml de la suspensión preparada en 50ml de 
BHI modificado, para lograr una concentración inicial en el caldo de 3 log ufc/ml. 
Esta concentración se confirmó mediante la siembra de 0,1ml en superficie en Agar 
de recuento en placa (PCA, Oxoid) e incubación a 37ºC/2448 h. Inmediatamente a 
la inoculación, los medios inoculados se incubaron bajo 6 condiciones diferentes de 
pre-incubación en función de la Temperatura/pH/aw: 10ºC/pH 6,5/aw 0,997; 15ºC/pH 
6,5/aw 0,997; 15ºC/pH 5,5/aw 0,997; 15ºC/pH 6,5/aw 0,960; 37ºC/pH 6,5/aw 0,997 y 
37ºC/pH 5,5/aw 0,960.  
Se realizó el análisis de las muestras controles para asegurar la ausencia de 
contaminación externa; y el crecimiento de la cepa se monitorizó mediante la 
siembra en superficie en PCA durante periodos regulares de tiempo hasta que 
alcanzó su fase estacionaria (6 log ufc/ml). 
MUESTRAS 
El fiambre de pechuga de pollo cortado en lonchas se adquirió en el supermercado 
presentado en bandejas de 200g. Las lonchas se autoclavaron individualmente a 
121ºC/15min y las mediciones de pH y aw se realizaron por duplicado antes y después 
de la esterilización para determinar diferencias significativas. Los valores se 
correspondieron con 6,17 ± 0,02 y 0,971 ± 0,003 (antes del autoclavado) y 6,03 ± 0,01 
y 0,975 ± 0,003 (después del autoclavado), respectivamente. 
INOCULACIÓN DE S. AUREUS EN LONCHAS DE PECHUGA DE POLLO Y MONITORIZACIÓN DEL 
CRECIMIENTO 
Una vez que la cepa alcanzó su fase estacionaria en BHI modificado, la concentración 
celular se ajustó a las mediciones de OD a través del Bioscreen C y los valores de 
OD se convirtieron en recuentos microbianos a través de las curvas de calibración 
(Valero y col., 2009). 
Se llevó a cabo la dilución seriada del inóculo en BHI y posteriormente se procedió a 
la inoculación de las lonchas (8g) con 0,1ml de la suspensión para alcanzar un nivel 
de inóculo inicial en torno a 3 log ufc/g. Las lonchas inoculadas se mantuvieron 
asépticamente en la cámara de flujo a 25ºC/20min para garantizar la absorción del 
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inóculo. Posteriormente se colocaron en placas de Petri y se sellaron con parafina 
para evitar la deshidratación y fueron incubadas inmediatamente a 10 y 20ºC. 
Se analizaron 2 muestras inoculadas para comprobar el nivel de inóculo inicial a 
tiempo 0 y 2 muestras control para descartar posibles contaminaciones. 
El crecimiento de la cepa se monitorizó por duplicado en intervalos de tiempos 
regulares hasta que alcanzó la fase estacionaria, mediante la siembra en placas de 
PCA a través del Spiral Plate (Eddy Jet Spiral Plate, IUL, Barcelona, España); y el 
recuento (log ufc/g) se realizó través de un contador de colonias automático (Flash 
and Go, IUL, Barcelona, España). 
MEDICIÓN DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCÓCICAS  
La determinación de enterotoxina estafilocócica A (SEA) en fiambre de pechuga de 
pollo cortado en lonchas se realizó mediante la prueba VIDAS Staph Enterotoxin 
(BioMèrieux, Francia) a través del sistema automatizado MiniVidas. El análisis se 
realizó por duplicado, a aquellas muestras donde el crecimiento fue 5 log ufc/g, 
teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante para productos cárnicos. Los 
resultados se interpretaron cualitativamente y la presencia de SEA se asumió cuando 
el valor de la prueba 0,13 (positivo), cuando el valor de la prueba fue <0,13 el 
resultado se consideró negativo. 
PROCESADO DE DATOS Y ENFOQUE DEL MODELO 
El modelo Primario de Baranyi y Roberts (1994) se ajustó a los datos de crecimiento 
de S. aureus en el caldo y en el cárnico mediante el programa de Excel DMFit 
(Instituto de Investigación de alimentos, Norwich, UK). Los parámetros cinéticos 
como lag (h) y max (h-1) se estimaron a partir de los datos observados de cada 
condición estudiada; que a su vez se utilizaron para el cálculo de los tiempos de 
incremento (tinc) que se corresponde con el tiempo que necesita la población de S. 
aureus para alcanzar 6 log ufc/g (Ecuación 1, artículo publicado). 
El modelo de Weibull se ajustó a los datos de supervivencia mediante el software 
Ginafit (Geeraerd y col., 2005) para la determinación de los parámetros de 
supervivencia ( y p). Las curvas de supervivencia se ajustaron mediante el Solver 
Add-in algorithm implementado en Excel.  
El error cuadrático medio (MSE) y el R2 fueron los coeficientes utilizados para 
determinar la bondad de ajuste de los modelos.  
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis de varianza (ANOVA) se utilizó para evaluar la influencia de las 
condiciones de pre-incubación sobre los parámetros de crecimiento y supervivencia 
(lag y max, tinc,  y p); y la prueba de Duncan para la determinación de los grupos 
homogéneos (p = 0,05) mediante el SPSS v 10,0 (Statsoft Iberica, Portugal). 
RESULTADOS 
CRECIMIENTO DE S. AUREUS EN CALDO BHI 
Los parámetros de crecimiento de S. aureus bajo las condiciones de pre-incubación 
estudiadas y los índices estadísticos se exponen en la Tabla 1 del artículo publicado. 
Los coeficientes de bondad de ajuste determinaron que el modelo de Baranyi y 
Roberts (1994) presentó un ajuste aceptable a los datos observados (R2 >0,94 y MSE 
<0,50). 
Los resultados mostraron que la condición de pre-incubación de 10ºC/6,5/0,997, 
provocó una fase lag más larga y más variable (59,99  58,55h) y una max más corta 
(0,01  0,001h-1) comparada con el resto de condiciones 
En efecto, a Temperaturas de incubación más altas (15 y 37ºC) se observó un 
crecimiento más rápido independientemente de los niveles de pH y aw. A niveles 
óptimos de pH y aw, los valores promedios de la fase lag incrementaron desde 4,44h 
(37ºC) a 35,04h (15ºC). La interacción de los niveles bajos de pH y aw no afectaron 
significativamente la fase lag a 37ºC (p >0,05). Respecto a los valores de max, el 
crecimiento fue más rápido a 37ºC pero éstos experimentaron una marcada 
reducción (0,970,24h-1) cuando disminuyó el pH y la aw. A 10 y 15ºC los valores 
promedios de max estuvieron por debajo de 0,12h-1 para todos los casos estudiados. 
Los valores de max a 15°C/5,5/0,997 y 15°C/6,5/0,960 no fueron significativamente 
diferentes (p >0,05), pero el crecimiento fue significativamente más rápido bajo 
condiciones óptimas (15°C/6,5/0,997) (p <0,05). A 15ºC, la reducción de aw provocó 
un ligero retardo del crecimiento de S. aureus puesto que la fase lag aumentó desde 
35,04h (0,997) a 44,66h (0,960). Estos resultados sugirieron que a pesar de ser una 
cepa resistente a niveles bajos de aw, a 15ºC presentó una mayor sensibilidad a las 
reducciones de aw (0,960) que a las de pH (5,5). 
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RESPUESTAS DE SUPERVIVENCIA DE S. AUREUS EN FIAMBRE DE PECHUGA DE POLLO 
CORTADO EN LONCHAS ALMACENADA A 10ºC 
De forma general, las condiciones subóptimas de pre-incubación provocaron 
cambios significativos en la capacidad de supervivencia de S. aureus tras la 
inoculación en el cárnico cocido e incubación a 10ºC (Figura 1, artículo publicado). 
El modelo de Weibull mostró un ajuste aceptable a los datos observados (R2 0,70) 
aunque hubo casos donde los datos fueron variables y por tanto la bondad de ajuste 
del modelo disminuyó. 
La pre-incubación de la cepa a 10ºC/6,5/0,997 y 15ºC/6,5/0,997 no supuso un 
incremento de la capacidad de supervivencia de S. aureus durante el posterior 
almacenamiento de las lonchas a 10ºC. Se observó una disminución gradual de la 
población de 1,2 log ufc/g en 144h y de 0,67 log ufc/g en 240h, respectivamente, 
hasta que no se detectaron recuentos viables a las 360 y 480h.  
La pre-incubación a 15ºC/5,5/0,997 produjo un decrecimiento marcado de la 
población de 1,5 log ufc/g en 24h, sin embargo éstos se mantuvieron estables durante 
todo el período de almacenamiento (1 log ufc/g). La misma tendencia se observó a 
37ºC/6,5/0,997, aunque más leve  con una disminución de 1,5 log ufc/g en 120h.  
La pre-incubación a 15ºC/6,5/0,960 y 37ºC/5,5/0,960 supuso la supervivencia de la 
cepa y los niveles de inóculos se mantuvieron estables (3 log ufc/g) hasta el final del 
experimento. Los resultados demostraron que la pre-incubación de S. aureus en 
caldo BHI con bajos niveles de aw seguido de un almacenamiento en fiambre de 
pechuga de pollo, incrementó su capacidad de supervivencia.  
RESPUESTAS DE CRECIMIENTO DE S. AUREUS EN FIAMBRE DE PECHUGA DE POLLO CORTADO 
EN LONCHAS ALMACENADA A 20ºC 
Los resultados indicaron un buen ajuste del Modelo de Baranyi y Roberts (1994) a los 
datos observados (R2 0,95). La cepa de S. aureus fue capaz de crecer cuando las 
lonchas de fiambre de pechuga de pollo se almacenaron a 20ºC (Figura 2, artículo 
publicado). Nuevamente, las respuestas de crecimiento en el cárnico fueron 
significativamente diferentes entre las condiciones de pre-incubación. 
No hubo un efecto evidente de la mayoría de las condiciones de pre-incubación 
sobre max puesto que no se evidenciaron diferencias significativas (p >0,05), aunque 
la condición a 37ºC/5,5/0,960 provocó una respuesta de crecimiento menor (p <0,05). 
Sin embargo, éstas sí influyeron en la fase lag de la cepa. La pre-incubación de S. 
aureus a 10ºC/6,5/0,997 provocó un período de adaptación de 46,66  11,81h con un 
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tinc de 76,82  11,97h. Se evidenció una fase lag más corta cuando S. aureus se pre-
incubó a 15ºC/6,5/0,997 y 15ºC/5,5/0,997, aunque tardó más en adaptarse bajo esta 
última condición (p <0,05). A 37ºC, el efecto combinado de los niveles bajos de pH y 
aw (37ºC/5,5/0,960) produjo un incremento significativo de la fase lag de la cepa, 
mientras que la pre-incubación bajo condiciones óptimas (37ºC/6,5/0,997) causó un 
periodo lag más corto (p <0,05), lo que a su vez causó gran diferencia entre los tinc 
(113,27 y 38,94h, respectivamente). 
El aumento de la población de S. aureus en el cárnico cocido se correlacionó con la 
producción de SEA ya que todos los resultados fueron positivos (0,13). 
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CONCLUSIONES 
PRIMERA: 
Los cuestionarios desarrollados o checklist constituyeron un método eficaz para la 
evaluación de las condiciones higiénicas y sanitarias, las prácticas de manipulación y 
de las condiciones microbiológicas de los platos preparados en centros de 
restauración colectiva destinados a sectores de población sensibles, revelando 
deficiencias en las prácticas higiénicas como uso y cambio de guantes, correcto 
lavado de las manos, eficacia de métodos de limpieza y correcta manipulación de los 
alimentos. (Esta conclusión se desprende de las Publicaciones 1, 2 y 3). 
SEGUNDA: 
Los resultados demuestran que las prácticas de limpieza y desinfección no se 
realizaron con el mismo grado de exigencia para todas las superficies de trabajo, y 
advierten del posible desconocimiento por parte del personal sobre la importancia de 
determinadas superficies de trabajo como vías de contaminación cruzada ya que se 
hallaron niveles elevados de contaminación por Aerobios mesófilos (>10 ufc/cm2) y 
Enterobacterias (>1 ufc/cm2) (como las tablas de corte y grifos). Por este motivo se 
sugirió conveniente la verificación de los sistemas higiénicos de limpieza y 
desinfección de las superficies de trabajo en contacto con los alimentos y los 
manipuladores en los establecimientos estudiados (Esta conclusión se desprende de 
las Publicaciones 1, 2 y 3). 
TERCERA: 
Los análisis microbiológicos de los platos preparados de ensalada vegetales y cárnicos 
cocidos procedentes de los establecimientos de restauración colectiva estudiados, 
dieron como resultado la ausencia de patógenos como Listeria monocytogenes o 
Salmonella sp. Sin embargo, se detectó la presencia de E. coli en el 7,6% de las 
muestras de ensaladas y de Staphylococcus coagulasa positivos en buena parte de las 
muestras de cárnicos cocidos listos para el consumo. Este hecho indica que pueden 
mejorarse los procedimientos de manipulación y las condiciones de almacenamiento 
y distribución de platos preparados, para evitar la presencia y crecimiento de 
microorganismos en niveles considerados, causantes de posibles brotes de 
toxiinfecciones alimentarias. (Esta conclusión se desprende de las Publicaciones 1, 2 
y 3). 
CUARTA: 
El empleo de los modelos de crecimiento y de Probabilidad para estimar el 
comportamiento de serotipos patogénicos de E. coli, es de gran interés para la 
industria alimentaria en vista a incrementar la seguridad microbiológica en 
alimentos refrigerados listos para el consumo. Se observó la existencia de diferencias 
en el comportamiento cinético (en caldo de cultivo) de los cuatro serotipos 
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patogénicos de E. coli investigados, debido a la variabilidad en los valores obtenidos 
de fase de latencia y tasa máxima de crecimiento. Además, se hallaron diferencias 
entre los dos niveles de contaminación estudiados, de modo que a mayor nivel de 
inóculo se produjo una disminución de la fase de latencia y un aumento de la tasa de 
crecimiento. El serotipo O158:H23 presentó una mayor resistencia a condiciones de 
Temperatura y pH limitantes, así como un crecimiento más rápido, por lo que fue 
seleccionado para la elaboración de los modelos predictivos de Probabilidad de 
crecimiento. (Esta conclusión se desprende de la Publicación 4). 
QUINTA: 
Los modelos predictivos de Probabilidad de crecimiento desarrollados mediante 
Regresión Logística explicaron con suficiencia los valores observados, 
proporcionando un buen ajuste de los datos ya que más del 96,7% de los casos fueron 
correctamente clasificados. Se pone de manifiesto el peso del factor Temperatura en 
el crecimiento de E. coli. Así, las estimaciones generadas dieron como resultado que 
el crecimiento de E. coli puede ser inhibido a 8ºC, manteniendo niveles de pH y aw 
inferiores a 5,50 y 0,990, respectivamente. Sin embargo, un aumento de Temperatura 
hasta 12 o 16ºC puede producir el crecimiento de E. coli a pH 5,00 y valores de aw 
superiores a 0,970. Asimismo, las predicciones generadas por el modelo 
proporcionan una mayor seguridad y fiabilidad en su aplicación por parte de la 
industria alimentaria (Esta conclusión se desprende de la Publicación 4). 
SEXTA: 
Los valores de tiempo de detección obtenidos a partir de mediciones turbidimétricas 
cuantificaron satisfactoriamente el comportamiento cinético de E. coli O158:H23 
bajo distintas condiciones de Temperatura, pH y aw. Los resultados manifiestan la 
existencia de un aumento de la variabilidad asociada a 8ºC, pH 5,50 y aw 0,990, 
existiendo al mismo tiempo diferencias significativas entre los niveles de 
contaminación estudiados. Este hecho indica que la presencia de E.coli en el 
alimento a unos niveles de concentración elevados supone que el crecimiento 
ocurrirá en un tiempo de almacenamiento corto, por lo que se hace imprescindible la 
aplicación de medidas conducentes a su inhibición para garantizar la seguridad 
alimentaria (Esta conclusión se desprende de la Publicación 4) 
SÉPTIMA 
Se comprobó que el mantenimiento de la lechuga iceberg a 8ºC causó una inhibición 
de la población de E. coli O158:H23. Las Temperaturas superiores a 12ºC pueden 
propiciar el crecimiento de E. coli, incluso a niveles de contaminación considerados 
bajos (2,5 log ufc/g). Así, a Temperaturas de abuso (24ºC) se produjo un incremento 
considerable de la población, superior a 1 log ufc/g durante 6h. Esto confirma que en 
un ambiente de restauración colectiva, el mantenimiento de los alimentos a 
Temperaturas de refrigeración constituye un método de conservación eficaz para 
inhibir el crecimiento de E. coli. (Esta conclusión se desprende de la Publicación 5) 
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OCTAVA: 
La utilización de los modelos predictivos junto con el uso de métodos de simulación 
de MonteCarlo para estimar la variabilidad en el incremento logarítmico de E. coli 
O158:H23 en lechuga iceberg, constituyó una metodología original y alternativa a la 
cuantificación del crecimiento microbiano con respecto al cálculo de los parámetros 
cinéticos convencionales. Los resultados de la simulación indicaron que a un nivel 
bajo de contaminación (2,5 log ufc/g) las distribuciones de probabilidad estuvieron 
sesgadas hacia un menor incremento logarítmico. No obstante, en hospitales y 
centros geriátricos existieron diferencias significativas entre los niveles de 
contaminación evaluados (4,5; 3,5 y 2,5 log ufc/g) (p <0,05), no manifestándose estas 
diferencias en los comedores escolares. (Esta conclusión se desprende de la 
Publicación 5). 
NOVENA: 
El estado fisiológico de la cepa de S. aureus influyó sobre el crecimiento y 
supervivencia en fiambre de pechuga de pollo cortado en lonchas y mantenido a 10 y 
20ºC. Así las condiciones de pre-incubación limitantes de aw (0,960) produjeron un 
incremento de la capacidad de supervivencia de las células de S. aureus a 10ºC. No 
obstante, sería útil profundizar en nuevos estudios que permitan evaluar mejor este 
efecto, como por ejemplo, estudios sobre la adición de conservantes, solutos, o 
supervivencia de S. aureus en condiciones dinámicas de Temperatura. Las 
condiciones de pre-incubación a pH 5,5 y aw 0,960 produjeron una fase de latencia 
más larga y una tasa de crecimiento inferior en el alimento incubado a 20ºC. Por el 
contrario, las condiciones óptimas de pre-incubación de la cepa (37ºC/pH 6,5/ aw 
0,997) resultaron en una mejor adaptación y un crecimiento más rápido de S. aureus 
propiciando la producción de enterotoxinas estafilocócicas A en un tiempo de 
almacenamiento más corto (Esta conclusión se desprende de la Publicación 6). 
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